UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

AVALIACAO DA SEGURANCA TERAPEUTICA DO FORMOL
EM LARVAS E JUVENIS DE PACAMA

(Lophiosilurus alexandri)

LUANNA DO CARMO NEVES

BELO HORIZONTE
ESCOLA DE VETERINARIA — UFMG
2017



LUANNA DO CARMO NEVES

AVALIAQAO DA SEGURANCA TERAPEUTICA DO FORMOL EM LARVAS
E JUVENIS DE PACAMA (Lophiosilurus alexandri)

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pds-Graduacdo em Zootecnia da
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para Obtencdo do
grau de Mestre em Zootecnia.

Area de concentracdo: Producdo
Animal/Aquacultura.

Prof. Orientador: Dr. Ronald Kennedy
Luz.

BELO HORIZONTE
ESCOLA DE VETERINARIA — UFMG

2017



N518a

Neves, Luanna do Carmo, 1989-

Avaliagdo da seguranga terapéutica do formol em larvas e juvenis de Pacama
(Lophiosilurus alexandri) / Luanna do Carmo Neves. — 2017.

56 p.:il.

Orientador: Ronald Kennedy Luz

Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria
Inclui bibliografia

1. Pacama (Peixe) — Teses. 2. Peixe — Larva— Doengas — Tratamento — Teses.
3. Produgdo animal — Teses. I. Luz, Ronald Kennedy. II. Universidade Federal de Minas
Gerais. Escola de Veterinaria. III. Titulo.

CDD -639.3




DISSERTAGAOQ defendida e aprovada em 28/07/2017 pela Comissiio Examinadora
composta pelos seguintes membros: ‘

Ny

Prof.° Dr. Ronald KennedS™NL uz¥Qrientador)

e

Prof® Dr. Carlos Augusto Gomes Leal

’

*




“Quem caminha sozinho pode até
chegar mais rapido, mas aquele que
vai acompanhado, com certeza vai
mais longe”.

Clarice Lispector



DEDICATORIA

Dedico aos meus pais Rute e José
Edson pelo amor incondicional, por
todo apoio e incentivo.

Dedico a minha irmd Luciana pelo
companheirismo e paciéncia.

Dedico ao Jodo Paulo pelo amor,
amizade, apoio e unido durante 0s
momentos dificeis.

Dedico também aos meus familiares e
amigos que estiveram sempre a0 meu
lado.



Agradecimentos

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
de estudos.

Ao meu orientador Professor Dr. Ronald Kennedy Luz, obrigada pela orientacdo e
principalmente, pela oportunidade e confianga. Agradeco-o ainda pelos incentivos e
ensinamentos. “Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina. ” (Cora

Coralina). Muito obrigada por acreditar em mim.

Ao meu co-orientador Kleber Campos Miranda Filho pelos ensinamentos e convivéncia
durante toda graduacao e mestrado, obrigada pela paz e equilibrio nos momentos dificeis,

foram essenciais nessa caminhada.

A minha co-orientadora Cintia Labussiére Nakayama, obrigada pela confianca, ajuda,

sugestdes e conselhos para o desenvolvimento e finalizagdo desse trabalho.
A equipe da larvicultura e maricultura pelo suporte na execucéo dos experimentos.

Aos técnicos de Laboratorio do LAQUA e da histopatologia do Hospital Veterinario,

por toda ajuda.

Ao Jodo Paulo, pela participagdo direta no trabalho, pela disposi¢do e dedicacdo na
execucao dos experimentos, pelo companheirismo, forca nas horas dificeis, agradeco por

acreditar em mim, pelo carinho e amor.

Aos meus grandes amigos, Amanda Hastenreiter do Espirito Santo, Angélica da Silva
Ferreira, Camila Gomes de Oliveira, Deliane Cristina Costa, Raphael Nogueira Bahiense
e Walisson Souza e Silva pela amizade sincera, pelo apoio nos momentos de desanimo e
principalmente pelas discussdes que sempre acabam em pizza, crepe, japonés e Malleta.

Ao Marcio, Franklin e Filipe por todos momentos compartilhados e trocas de

conhecimento.
A FAPEMIG e CNPQ pelo auxilio financeiro para a realizacio da pesquisa.

Enfim, a todos que me apoiaram, meu muito obrigada!



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t 12
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt s s sassa s 13
2.1 PACAIMA ...ttt bbb b b et R R bbb n e 13
2.2.USO dO FOIMOL ... 15
2.3. TeSte de TOXICIAAUC. ........cveiirieiieieeie e ere s 17
F O T o [V LRSS 18
. OBUIETIVOS ...t bbbt b e bt bt et e bttt e e b e sbe e re e e 21
K @ o111 LYoo= | OSSR 21
3.2. ODJEtiVOS ESPECTTICOS. .. icuiiitiiieiie st sttt sre et re e re e enas 21
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiievieeteeereteesses st sisses s 22
B ARTIGO .ttt bt bbbt bt r e b nhe e e e 33
=T [ Lo TSP PRP 33
AADSTFACT ...t 34
L. INEFOAUGAD. ...ttt bbbttt bbb r et 35
2. MaAterial € METOAOS ........ccuiiiiiieiiieee bbbttt 36
2.1 Producao de 1arvas € JUVENIS .........cceiiiiieieisisiesi sttt 36
2.2 Testes preliminares de toxicidade aguda do formol............ccccoeeviiiiiiicicceee, 36
2.3 EXPEIIMENTO L ...viiiiiiiiceiite sttt ettt st e te et e st e e be e besbeers e besaeestesteeneenras 37
2.4 EXPEIIMENTO 2 ...ttt bbbttt b bbbt b e e nne s 37
2.5 EXPEIIMENTO ...ttt sttt st sb e s te et e s teebe e besbeete e beeaeestesteeneeras 38
2.6 NIVEl 08 SEQUIANGA ....c.vviieiiitiiee ettt 38
A g Tl (TS (o] 0= (0] (oo o= AP RTRO 38
2.8 ANALISES ESTALISTICAS ....veuvveieieieieiete et 40
5.5, RESUITAAOS ...ttt 40
5.5. 1 EXPEIIMENTO L ..ottt 40
LRI o d o 1<) 100110 (o SR 41
LTI T o q o 1= 100110 (o I PR 42
5.6, DISCUSSAOD ...ttt bbbkt b b ettt b bbb bt 45
5.7, CONCIUSED ...ttt nn e 48
5.8. Referéncias DibDHOGrafiCas. .......coiiiiiiiiee s 48
6. CONSIDERAGOES FINAIS .....oovieeeieeeeeveetee et es s sesne s sses s s sessn oo 54

7. PERSPECTIVAS FUTURAS ...ttt st 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: AlteracGes histopatologicas de branquias, assim como seus estdgios de

oYL A0 b= (0 [T o N (=T [0 (o TSR EURR RO 39

Tabela 2: Concentragdes letais (CL50) de formol estimadas de acordo com o registro de
mortalidades ao longo de 12 h de exposicao para Lophiosilurus alexandri de sete dias pds

BC OIS0, .ot — e e e e ———————— e aa—— 40

Tabela 3: Concentracgdes letais (CL50) de formol estimadas de acordo com o registro de
mortalidades ao longo de 12 h de exposicao para Lophiosilurus alexandri de 22 dias pés
T [0 Lo OSSR 41

Tabela 4: Concentracgdes letais (CL50) de formol estimadas de acordo com o registro de
mortalidades ao longo de 12 h de exposicao para Lophiosilurus alexandri de 45 dias pés
T [0 Lo OSSR 43

Tabela 5: Grau de alteracdo (DTC) para branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri
com 45 dias pds eclosdo, submetidos a diferentes concentragdes de formol no
EXPEIIMENTO 3. ..ttt bbbt b bbbt et et et ab et b e 45



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Pacamé Lophiosilurus alexandri. Fonte: Cristiano Campos Mattioli. .......... 15

Figura 2: Desenho esquematico de lesdes branquiais comuns induzidas por compostos
toxicos. (A: estado normal; B, C, D, E e F: alterados). Abreviages: Ib: Iamina basal; cc:
célula de cloreto; mu: célula mucosa; pi: célula pilar; ce: célula epitelial lamelar; svl:seio
venoso lamelar; csm: canal sanguineo marginal. Adaptado de Machado et al. (1999).
Fonte: Stella RUDIM, 2017, .....coiiiiiieee e 20

Figura 3: Fotomicrografias de branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri expostos
ao formol. A. Grupo controle. B. Tratamento 54 mg L de formol: Hiperplasias leves
(setas). C. 216 mg Lt de formol: hiperplasias moderadas (setas). D. 432 mg L* de formol:
Desprendimentos do epitélio de moderado a severo (ponta de seta). E. 648 mg L de
formol: Desprendimento do epitélio severo com hiperplasias (ponta de seta). (Aumento
de 20x; barra de 100 um) F. 648 mg/L de formol: Imagem panoramica dos filamentos

branquiais (aumento de 10X; barra 200 JM).........ccoveiiiiieiieie e 42

Figura 4: Fotomicrografias de branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri expostos
ao formol. A. Grupo controle. B. Tratamento 86,4 mg L™ de formol: Hiperplasias leves
(seta). C. 172,8 mg L de formol: hiperplasias leves (seta) e alguns desprendimentos do
epitélio (ponta de seta). D. 345,6 mg L de formol: Hiperplasias de leve a moderada (seta)
e desorganizacdes lamelares (*). E. 691,2 mg L de formol: Hiperplasias (seta) seguidas
de comecgo de fusdo lamelar (FL). F. 10368 mg L de formol: Desprendimentos do

epitélio severo nas lamelas (ponta de seta). (Aumento de 20x; barra de 100 um)......... 44



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% - Porcentagem

°C - Graus Celsius

CEUA - Comissdo de ética no uso de animais - UFMG
CL50 - Concentracgéo letal

cm - Centimetro

DTC - Degree of tissue change

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
FDA - Food and Drug Administration

FL - Fuséo lamelar

g - Grama

h - Hora

HE - Hematoxilina/eosina

IBAMA - Instituto brasileiro do meio ambiente e dos recursos naturais renovaveis
IC - Intervalo de confianca

Kg - Quilograma

Km - Quildmetro

L - Litro

LAQUA - Laboratério de Aquacultura da UFMG

mg - Miligrama

mm - Milimetros

pH - Potencial hidrogenionico

ppmil - Partes por mil

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

X - Vezes

pum — Micrémetro

a - Alfa



RESUMO

A etapa da larvicultura é considerada uma das fases mais criticas na producdo de peixes,
sendo necessario o desenvolvimento de manejos adequados para que se tenha sucesso na
producdo de peixes. Com a intensificacdo, a larvicultura pode ser acometida por doengas
e parasitoses decorrentes de baixa qualidade da agua, além de estresse dos animais
deixando-o0s mais susceptiveis a elas. Os parasitos tém importancia na piscicultura por
causar prejuizos econdmicos aos produtores, pois podem causar baixo desempenho ou até
mesmo mortalidades. Existem tratamentos profilaticos e terapéuticos com produtos
quimicos que sdo realizados por meio de banhos de imersdo. Entre os mais utilizados se
destaca o formol que se demonstra eficaz na profilaxia e tratamento de ectoparasitas.
Porém, é necesséria a realizacdo de testes de toxicidade que mostrardo a dose ideal que
ndo prejudique o desenvolvimento do animal, podendo essa ser espécie-especifica, e ser
influenciada, também, por fatores como idade e sexo. O objetivo deste estudo avaliar a
toxicidade aguda, alteracdes patoldgicas e nivel de seguranca terapéutica do formol em
larvas e juvenis de Lophiosilurus alexandri. Foram realizados trés experimentos em
diferentes idades. Experimento 1, larvas com peso médio de 0,021 + 0,003 g foram
submetidas as concentrag@es 43,2; 86,4; 172,8; 345,6; 691,2 e 1404,0 mg L de formol,
além do controle (sem adi¢cdo de formol). No experimento 2, juvenis com peso médio de
0,23 £ 0,03 g foram submetidos a concentragdes de 54,0; 108,0; 216,0; 432,0 e 648,0 mg
L de formol mais o controle. J4, no experimento 3, juvenis pensando em média 3,75 +
0,81 g foram submetidos as concentractes 86,4; 172,8; 345,6; 691,2 e 1036,8 mg L™ de
formol e controle. As CL50 de 12 horas para experimento 1 foi de 108,86 mg L™ com
intervalo de confianga (I1C) entre 99,06 a 119,63 mg L%, no experimento 2 foi de 152,74
mg L™ com IC entre 142,62 - 156,18 mg L e para o experimento 3, 244,38 mg L e IC
entre 224,37 - 251,23 mg L™ de formol. Os juvenis expostos a concentracdes crescentes
de formol apresentaram alteracGes patolégicas graves nas branquias, dentre elas,
hiperplasias das lamelas secundarias, desprendimento do epitélio, inicio de fuséo lamelar
e telangiectasias. Pode-se verificar que animais do experimento 2 sofreram mais
alteracdes nas branquias quando comparados aos animais do experimento 3. Conclui-se
que a idade e estagio de desenvolvimento influencia na sensibilidade dos animais em
relacdo a exposicdo do formol.

Palavras-chave: Formalina, toxicidade, peixe nativo, siluriforme.



ABSTRACT

The stage of larviculture is considered one of the most critical phases in the production
of fish, and it is necessary to develop adequate management for success in the production
of fish. With intensification, larviculture can be affected by diseases and parasitic diseases
resulting from poor water quality, as well as animal stress, making them more susceptible
to them. Parasites are important in fish farming because they cause economic losses to
producers, as they can cause poor performance or even mortality. There are prophylactic
and therapeutic treatments with chemicals that are performed by immersion baths. Among
the most used, formaldehyde is shown to be effective in the prophylaxis and treatment of
ectoparasites. However, it is necessary to perform toxicity tests that will show the ideal
dose that does not harm the development of the animal, which may be species-specific,
and be influenced, also, by factors such as age and sex. The objective of this study was to
evaluate the acute toxicity, pathological changes and level of therapeutic safety of
formalin in larvae and juveniles of Lophiosilurus alexandri. Three experiments were
carried out at different ages. Experiment 1, larvae with a mean weight of 0.021 + 0.003 g
were submitted to concentrations 43.2; 86.4; 172.8; 345.6; 691.2 and 1404.0 mg L-1 of
formaldehyde, in addition to the control (without addition of formalin). In experiment 2,
juveniles with a mean weight of 0.23 + 0.03 g were submitted to concentrations of 54.0;
108.0; 216.0; 432.0 and 648.0 mg L-1 formaldehyde plus the control. Already, in
experiment 3, juveniles thinking on average 3.75 + 0.81 g were submitted to
concentrations 86.4; 172.8; 345.6; 691.2 and 1036.8 mg L-1 formaldehyde and control.
The 12-hour LC50 for experiment 1 was 108.86 mg L-1 with a confidence interval (CI)
0f 99.06 to 119.63 mg L-1, in experiment 2 it was 152.74 mg L-1 with CI between 142.62
- 156.18 mg L-1 and for experiment 3, 244.38 mg L-1 and IC between 224.37 - 251.23
mg L-1 of formaldehyde. Juveniles exposed to increasing concentrations of formaldehyde
presented severe pathological changes in the gills, among them secondary lamella
hyperplasias, epithelial detachment, lamellar fusion and telangiectasia. It can be verified
that animals of experiment 2 suffered more changes in the gills when compared to the
animals of experiment 3. It is concluded that the age and stage of development influences

the sensitivity of the animals in relation to the exposure of the formalin.

Key words: Formalin, toxicity, native fish, siluriform.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional, a urbanizacdo, expansdo da cadeia produtiva e
também estratégias de producdo mais eficientes, tém sido fatores para estimular o
desenvolvimento da producdo de pescado (Naylor et al., 2000; FAO, 2016). Segundo a
FAO (2016), com o crescimento produtivo, 0 consumo per capta mundial cresceu de 9,9
kg em 1960 para 19,7 kg em 2013, tendo um crescimento anual médio de 3,2%. No ano
de 2011 cerca de 60% dos estoques foram considerados esgotados (FAO, 2016). A
producdo de peixes oriundas do extrativismo estagnou no final da década de 2010, ficando
em torno de 90 milhdes de toneladas/ano. A partir de 1990 foram criadas politicas
publicas de recuperacdo, na tentativa de reduzir o impacto dessa atividade nos estoques
naturais, em destaque a politica pablica esta o estimulo a aquicultura (Worm et al., 2009).

O Brasil apresenta caracteristicas positivas ao desenvolvimento da atividade, com
uma rica ictiofauna brasileira de &gua doce (Godinho, 2007). Algumas caracteristicas das
espécies nativas, tais como, alto rendimento de filé, qualidade da carne e aceitacdo no
mercado consumidor, aumentam o interesse para a cria¢do em cativeiro (Zaniboni-Filho,
2000; Godinho, 2007; Baldisseroto, 2010). De acordo com Godinho (2007) o Brasil
dispde de uma fauna de peixes de dgua doce mais diversificada do mundo, no entanto
somente 1,5% das espécies nativas sdo cultivadas. Entre as espécies cultivadas as de
destaque sdo o pirarucu (Arapaima gigas), matrinxds (Brycon spp.), tambaqui
(Colossoma macropomum), piaus (Leporinus spp.), dourados (Salminus spp.), jundia
(Rhamdia quelen), pacu (Piaractus mesopotamicus) e surubins (Pseudoplatystoma spp.)
(Godinho, 2007; Baldisseroto, 2010; Campeche et al., 2011), um dos pontos criticos é a
larvicultura obtendo baixa sobrevivéncia, sendo doencas e problemas sanitarios uma das
causas.

O pacama (Lophiosilurus alexandri) vem se destacando entre 0s peixes nativos, visto
que sua reproducdo em cativeiro assim como o0 seu manejo € relativamente facil. Desta
forma, a espécie vem sendo estudada para a viabilidade do cultivo comercial, sendo
importante o estabelecimento de um pacote tecnologico que consiste em dominar 0s
manejos como reproducdo, larvicultura e engorda, assim como, manejo alimentar,

nutricional e sanitario proprio para a espécie (Campeche, 2011).



13

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Pacama

A piscicultura € uma das areas de producdo animal que mais cresce no cenario
mundial (Rocha et al.,, 2013). O Brasil apresenta caracteristicas positivas para 0
desenvolvimento da atividade como a disponibilidade de recursos hidricos e a diversidade
de sua fauna de peixes, sendo classificadas aproximadamente 2.587 espécies (Buckup et
al., 2007). De acordo com Godinho (2007) o Brasil dispde de uma fauna de peixes de
agua doce mais diversificada do mundo, no entanto somente 1,5% das espécies sdo
cultivadas. Existem oito bacias hidrograficas brasileiras e entre elas se destaca a do rio
Sédo Francisco, terceira maior em extensao, sendo subdividida nos segmentos alto, médio,
submédio e baixo (Amorim et al., 2013).

O cultivo de espécies nativas tem provocado interesse, por fazer parte de um mercado
que atinge os melhores precos de venda (Crescéncio, 2005), existem espécies como o
pacamd (Lophiosilurus alexandri) (Steindachner, 1876) (Figura 1) que sofrem reducao
dos estoques naturais pela forte pressdo da pesca e através da Portaria n°445 de 17 de
dezembro de 2014, tem seu status de conservacdo como vulneravel (Costa et al., 2015).

O pacama é um peixe siluriforme, pertencente a familia Pseudopimelodidae que retne
0s peixes de couro, mais conhecidos como bagres, sendo nativo da bacia do rio Séo
Francisco (Fowler, 1951; Travassos, 1959,1960; Shibata, 2003). E também conhecido por
Outros nomes cComMo niquim, cururu, peixe-sapo e pacamao.

Essa espécie possui habito alimentar carnivoro, considerado um “predador de
emboscada”, de comportamento noturno, com preferéncia por ambientes lénticos de
fundo de pedras ou areia (Travassos, 1959). A fémea possui desova parcelada e estas
ocorrem em locais arenosos onde o macho os fecunda possuindo cuidado parental.
(Godinho, 2003; Barros et al., 2007; Costa et al., 2015).

Em condicOes de cativeiro, a reproducgéo pode ser controlada com a manipulagdo da
temperatura, podendo ocorrer durante o ano todo com taxas de ecloséo podendo chegar a
95% (Costa et al., 2015). Esta entre os bagres de interesse na aquicultura por possuir valor
comercial e qualidade da carne sendo esta firme, branca e saborosa, sem espinhos
intramusculares.

Por responder bem ao manejo reprodutivo em cativeiro (Godinho, 2003; Costa et al.,
2015) e possivel realizar programas de repovoamento com bons resultados (Sato et al.,

2005) além de viabilizar o cultivo de forma comercial. Outra vantagem da espécie € a
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facilidade em aceitar o alimento inerte tornando mais fécil sua manipulagdo em tanques
de criacédo (Kitagawa et al., 2015).

A espécie vem sendo estudada nos ultimos anos para determinacdo de um pacote
tecnoldgico que viabilize sua producdo em cativeiro. Entre os estudos podemos citar 0s
efeitos da salinidade e concentragdes de presas na larvicultura (Santos e Luz, 2009);
desova induzida e variaveis reprodutivas (Santos et al., 2013); relacdo
proteina:carboidrato no desempenho e metabolismo de juvenis de pacama (Figueiredo et
al., 2014); os efeitos da temperatura da agua e das concentracdes de presas no seu
desenvolvimento inicial (Takata et al., 2014); a captura, adaptacéo e controle artificial da
reproducdo (Costa et al., 2015); o comportamento alimentar e efeito do fotoperiodo sobre
0 desempenho e parametros hematoldgicos (Kitagawa et al., 2015); uso da tricaina como
anestésico para larvas e juvenis (Ribeiro et al., 2015); emprego da gelatina em
substituicdo do coragdo bovino no treinamento alimentar (Salaro et al., 2015); a
morfologia externa durante as etapas precoce de desenvolvimento (Assega et al., 2016);
os efeitos da cor do ambiente sobre o crescimento, metabolismo, fisiologia e pigmentacédo
da pele (Costa et al., 2017); efeitos da temperatura no crescimento, sobrevivéncia e
parametros fisiolégicos em juvenis (Costa et al., 2016); digestibilidade de ingredientes
em dietas para juvenis (Melo et al., 2016), entre outros trabalhos ja realizados.

Apesar desses numerosos estudos, trabalhos relacionados a sanidade desses animais
ainda sdo escassos, tornando-se essencial o incremento de pesquisas para 0
desenvolvimento de manejos mais adequados para a espécie.

Em sistemas intensivos existe uma preocupacdo com relacdo ao aparecimento de
patdgenos e, principalmente, a disseminacéo de doencas, causadas por bactérias, fungos,
virus e parasitas. Existem varios desinfetantes quimicos que podem ser utilizados na
aquicultura, sendo o formol o que esta entre os mais aplicados na producéo intensiva (Leal
et al., 2016).
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Figura 1: Pacama Lophiosilurus alexandri. Fonte: Cristiano Campos Mattioli.

2.2 Uso do formol

Os parasitos tém relevancia econémica nas pisciculturas e tém sido uma preocupacéo
cada vez maior. Desta forma, diversos métodos profilaticos e terapéuticos em diferentes
fases de desenvolvimento dos peixes, vém sendo testados (Pavanelli et al., 2008; Araljo
et al., 20093, b; Benites De Padua et al., 2014; Mackay et al., 2014). Estudos nessa area
sdo importantes para impedir o uso indiscriminado de produtos que podem causar danos
ao ambiente, intoxicacdo, estresse e até mesmo mortalidades, trazendo prejuizos
financeiros ao produtor (Sanches et al., 2007; Pavanelli et al., 2008; Cyrino et al., 2010;
Feng et al., 2014).

Tratamentos terapéuticos e profilaticos com produtos quimicos sdo geralmente
administrados por meio de banhos e uso de racGes medicadas contra parasitas (Corral,
2014). Os tratamentos por meio de banho s&o os mais utilizados, podendo ser realizados
durante o transporte de peixes evitando uma manipulagédo excessiva (Park, et al., 2014).
Existem varias formas de aplicacdo como os banhos de curta duracdo que usam
concentragdes elevadas com duragdo em torno de 5 minutos. Ja banhos de média duracéo
utilizam-se baixas concentracGes com duracdes de 30 a 60 minutos e em banhos longos
as concentracOes sdo baixas e permanecem no ambiente entre 8 a 12 horas (Pavanelli et
al., 2008; Schalch et al., 2009; Picon-Camacho et al., 2012).

A dissolucdo do formaldeido (metanol) na 4gua atinge um equilibrio rapido e quase
completo com o hidrato correspondente, conhecido também como formol, sua forma mais
utilizada é em solucéo aquosa podendo chegar de 37 a 40% em peso de formaldeido por
peso de agua, e é a forma disponivel para comercializagédo (Leal et al., 2016). Para evitar
que a formacgdo de paraformaldeido, substancia muito toxica para 0s peixes e que

apresenta uma precipitacdo branca, deve-se armazenar em local escuro a temperaturas
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acima de 4°C. Essa solucao também é estabilizada em 10-15% de metanol em peso para
evitar assim a formacao de paraformaldeido.

O formol € um dos compostos mais utilizados na aquicultura intensiva (Boyd &
McNevin, 2015) e esta na lista da Food and Drugs Administration (FDA) nos Estados
Unidos, como um medicamento de uso aprovado para o controle de fungos, protozoarios
e parasitos externos (FDA, 1998). Ele ¢ empregado como antifingico e antiparasitario na
forma aquosa (Rach et al. 1997), agindo contra fungos em ovos de peixes, parasitas de
branquias, pele e nadadeiras, sendo efetivo contra a maioria dos protozoarios e
trematddeos monogenéticos (Pironet e Jones, 2000; Fajer-Avila et al., 2003; Pahor-Filho
et al., 2012; Andrade-Porto et al., 2017).Com a sua caracteristica eletrofilica, o formol é
capaz de reagir com grupos funcionais de varias macromoléculas bioldgicas, tais como
proteinas, DNA e RNA, polissacaridos e glicoproteinas (Fox et al., 1985; McDonnell &
Russell, 1999; Kiernan 2000). Ele possui elevada reatividade quimica com compostos
bioldgicos (Kitamoto & Maeda, 1980, Fox et al, 1985, Nilsen et al, 1992). As reagdes
com proteinas e com DNA e RNA para inativar microorganismos ocorrem pela reacédo
com aminoacidos e &cidos nucleicos.

Um aspecto positivo no uso deste produto é que o formol é muito solGvel em agua e
ndo se espera uma bioacumulacdo em organismos aquaticos pelo seu baixo coeficiente de
particdo n-octanol/agua (Who, 1989). Porém por possuir uma rapida taxa de oxidacao 0s
niveis de oxigénio da agua podem diminuir, porém isso pode ser resolvido com o uso de
aeradores na hora do tratamento (Leal et al., 2016).

Além da sua funcdo antiflngica e antiparasitaria, ele possui caracteristica fixadora,
sendo o mais utilizado para fixacdo de tecidos. Ele age de modo definitivo, fixando as
estruturas citoldgicas e histoldgicas das células e tecidos, ou seja, evita a degradacédo do
material em decorréncia de fendmenos autoliticos e permite a realizacdo de inUmeras
técnicas citologicas e histopatoldgicas (Greer, 1991; Mies, 1998).

O uso do formol pode causar estresse aos animais (Aradjo et al., 2004) e lesGes nas
branquias (Keck & Blanc, 2002). Em juvenis de tainha (Mugil liza) tratadas com
diferentes concentracgdes de formol, Pahor-Filho et al. (2015) observaram que 135 mg L
1 apesar de eficaz contra as espécies de monogenoides mostrada por estes autores, causa
hiperplasia leve nas branquias das tainhas tratadas.

O formol é uma substancia toxica, muito irritante para pele e mucosas, com isso,
devem ser tomadas medidas para garantir que o trato respiratdrio, bem como a pele e 0s

olhos, de qualquer pessoa que manipule o produto ndo sejam expostos (EFSA, 2014).
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Apesar do formol ser constantemente utilizado no tratamento de parasitas, estudos
especificos sdo fundamentais para verificar a seguranca do produto e definir quais
concentracdes sdo menos prejudiciais a saude da espécie a ser tratada e, mesmo sendo
terapéutico, todos os produtos podem apresentar alguma toxicidade afetando o
desenvolvimento e levando a morte dos animais (Andrade et al., 2005; Harikrishnan et
al., 2010). Para isso se faz necessario os testes de toxicidade, uma ferramenta importante
para se obter conhecimento do nivel de seguranca do formol para cada espécie que nao

cause risco a homeostase do animal.

2.3 Teste de toxicidade

Obter conhecimento sobre a toxicidade de um produto para os peixes de cultivo é
tdo importante quanto saber a eficacia de determinado produto contra determinado
parasito. Para o uso do formol, os efeitos podem ser determinados e controlados por
testes de toxicidade conduzidos em laboratorio, que irdo fornecer a dose ideal para
tratamento que ndo prejudique a salde da espécie a ser tratada (Andrade et al., 2005;
Harikrishnan et al., 2010; Veltman, et al., 2014).

Os testes de toxicidade podem ser agudos ou cronicos. Estes séo aplicados para
identificar e avaliar a capacidade do agente toxico em gerar efeitos danosos nos
organismos vivos (CETESB, 1999). Os estudos de toxicidade aguda definem os
efeitos téxicos de uma substdncia quando aplicada, normalmente em varias
concentragfes, em um curto periodo de tempo. Neste tipo de teste as doses séo
crescentes com o objetivo de encontrar qual a concentracdo mais alta que néo cause
efeitos toxicos, e também niveis de concentracdo onde a toxicidade intermediaria e
grave acontecam (Allen et al., 2013; Metcalf e Eddy, 2015).

A toxicidade e os efeitos subletais podem se dar pela acao de varios fatores que
podem estar relacionados ao ambiente, como temperatura, além de fatores
relacionados ao organismo, por exemplo, espécie, idade e peso, entre outros (Ferreira,
2004; Veltman et al., 2014). Os resultados do teste de toxicidade aguda podem ser
expressos em concentracao letal em que 50% da populagéo de animais morre (CL50).
Durante este teste podem ser avaliados a mortalidade ou sobrevivéncia dos
organismos, assim como a imobilidade (Bertolleti, 2001). Apds os testes de CL50
utiliza-se o fator de aplicacdo de 0,1 mensurada para o0 organismo-teste, onde 0s
valores estimados sdo considerados niveis de seguranca. O nivel de seguranga € uma
concentragdo presumivelmente inofensiva e, se respeitada, tenderia & reducdo da

perda de organismos em funcdo de um determinado toxico (Sprague, 1971).
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Além dessas analises, pode-se utilizar outras para identificar o efeito txico que a
substancia pode gerar nos animais, sendo o uso de biomarcadores uma ferramenta que
pode ajudar nessa avaliacdo, estando entre eles os marcadores fisiologicos e

histologicos (Farmen et al., 2012).

2.4 Branquias

Entre os biomarcadores, também podem ser utilizados o0s bioquimicos,
moleculares e histoldgicos (Stephens et al. 1997; Bernet et al. 1999; Simonato et al.
2008). A histologia é um método rapido, pratico e rotineiro para identificar o efeito
de diferentes poluentes em varios tecidos e 6rgaos dos peixes (Bernet et al., 1999).

A histopatologia representa marcadores de lesfes qualitativas e quantitativas em
funcédo da duracdo e da intensidade da exposi¢do ao elemento toxico e a capacidade
adaptativa de um determinado tecido (Ferreira, 2004). As alteracbes podem ser
determinadas atraves da verificacdo e quantificacdo da morfologia e fungéo celular,
atividade de proliferacdo, eliminacdo de substancias como secreces glandulares,
assim como o bloqueio da atividade celular podendo atingir a degeneracdo e a morte
celular (Hawkins et al., 2015).

As brénquias sdo consideradas o principal 6rgao respiratorio dos peixes e possuem
grande area de superficie de contato com o meio aquatico (Shiogiri et al., 2012).
Assim, tornam-se susceptiveis a qualquer mudanca que nele ocorra. Elas participam
de funcBes metabdlicas vitais para 0s peixes, tais como respira¢do, osmorregulacéo e
excrecdo de amodnia (Moyle & Cech Jr. 1988). Porém elas tém a capacidade
regenerativa, podendo se restabelecer quando a causa do problema for cessado. As
branquias sdo compostas por estruturas chamadas de filamentos branquiais, neles
encontramos um conjunto de lamelas que representam a superficie funcional
respiratoria pela qual o oxigénio é absorvido e transmitido para o sangue (Park et al.,
2014). Cada filamento branquial possui duas artérias, um vaso aferente que vai do
arco branquial até a regido apical do filamento e um vaso eferente que retorna o
sangue para o arco (Pough et al., 2008).

Alteracdes nos niveis bioldgicos, que consistem em teciduais e sistémicos, sao
indicios de danos que os quimioterapicos podem causar. Existem inimeros tipos de
alteracdes que sdo regularmente observadas em estudos de toxicidade. Podemos citar
os edemas, hiperplasia epitelial das lamelas secundarias, infiltracdo de células
epiteliais, fusdo lamelar, proliferacéo e hipersecrecao de células mucosas (Machado,

1999; Leonardo et al., 2001). As alteracbes como o descolamento epitelial, hipertofia



19

e hiperplasia, sdo respostas compensatorias do tecido branquial para diminuir o
contato indireto e direto com os agentes quimicos presentes no meio aquatico
(Nogueira et al., 2008). Algumas das possiveis alteracGes podem ser observadas na
figura 2.

Smith e Piper, (1972) avaliaram brénquias de truta arco iris (Oncorhynchus
mykiss) expostas ao formol e encontram que a concentragéo de 200 mg L, durante 1
hora, provocou separacédo epitelial nas branquias, assim como em juvenis de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) em banhos de 250 mg L durante o mesmo tempo,
também causaram lesdes severas como hiperplasia e separacéo do epitélio respiratorio
(Perera e Pathiratne, 2005). Pahor-Filho et al., (2015) avaliaram branquias de juvenis
de tainha (Mugil liza) expostos ao formol e encontraram nas concentracdes de 50 e
100 mg L* hiperplasia moderada, além de desprendimento do epitélio.

As branquias de peixes possuem contato direto com o agente toxico quando
presente na agua. Esse 6rgéo é indicado para avaliar as alteracdes de acao toxica aguda

ou crdnica de substancias estressoras (Bernet et al., 1999; Lins et al., 2010).
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Figura 2: Desenho esquematico de lesBes branquiais comuns induzidas por compostos
toxicos. (A: estado normal; B, C, D, E e F: alterados). Abreviagdes: Ib: lamina basal; cc: célula de cloreto;
mu: célula mucosa; pi: célula pilar; ce: célula epitelial lamelar; svl:seio venoso lamelar; csm: canal
sanguineo marginal. Adaptado de Machado et al. (1999). Fonte: Stella Rubim, 2017.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Avaliar a toxicidade aguda, alterac6es patologicas e nivel de seguranca terapéutica do

formol em larvas e juvenis de pacama.

3.2. Objetivos especificos
- Determinar a CL50 em 12 horas nas fases iniciais de vida do pacama.
- Caracterizar as alteragdes patoldgicas induzidas pelo formol nas branquias.

- Calcular o nivel de seguranca terapéutica do formol para larvas e juvenis de pacama.
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Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda, alteracfes patoldgicas e nivel
de seguranca terapéutica do formol em larvas e juvenis de Lophiosilurus alexandri.
Foram realizados trés experimentos em diferentes idades. Experimento 1, larvas com
7 dias ap6s a eclosdo (DAE) com peso de 0,021 + 0,003 g foram submetidas as
concentrages 43,2, 86,4, 172,8, 345,6, 691,2 e 1404,0 mg L de formol, além do
controle. No experimento 2, juvenis com 22 DAE e peso de 0,23 + 0,03 g, foram
submetidos a concentracdes de 54,0, 108,0, 216,0, 432,0 e 648,0 mg L de formol
mais o controle. No experimento 3, juvenis com 45 dias DAE e pensando 3,75 = 0,81
g foram submetidos as concentracdes 86,4, 172,8, 345,6, 691,2 e 1036,8 mg L de
formol e controle. Apods as CL50 definidas, foram calculados os niveis de seguranca
de 1 e 12 horas. Para analises histoldgicas foi utilizado o0 método HE. As CL50 de 12
horas foram para experimento 1: 108,86 mg L™ com intervalo de confianca (IC) entre
99,06 a 119,63 mg L*; experimento 2: 152,74 mg Lt com IC entre 142,62 - 156,18
mg L e para o experimento 3: 244,38 mg L e IC entre 224,37 - 251,23 mg L de
formol. Em relacdo aos niveis de seguranca, para o experimento 1 foi encontrado o
valor de 66,22 mg L™ (1 h) e 10,88 mg L™ (12); no experimento 2 foi de 49,17 mg L
1 (2h) e 15,27 mg L™ (12h) e no experimento 3 foi de 68,89 mg L™ (2h) e 24,43 mg
L (12h). Os peixes do experimento 2 expostos a concentracdes crescentes de formol
apresentaram mais alteracdes nas branquias quando comparados aos animais do
experimento 3. Os resultados mostram que a idade e estagio de desenvolvimento de
L. alexandri influencia na sensibilidade dos animais em relacdo a exposi¢cdo do

formol.

Palavras chave: Formalina, toxicidade, peixe nativo, siluriforme.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the acute toxicity, pathological changes
and level of therapeutic safety of formalin in larvae and juveniles of Lophiosilurus
alexandri. Three experiments were carried out at different ages. Experiment 1,
larvae 7 days after hatching (AED) weighing 0.021 £ 0.003 g were subjected to
the concentrations 43.2, 86.4, 172.8, 345.6, 691.2 and 1404.0 mg L- 1 of
formaldehyde, besides the control. In experiment 2, juveniles with 22 DAE and
weight of 0.23 + 0.03 g were submitted to concentrations of 54.0, 108.0, 216.0,
432.0 and 648.0 mg L-1 of formaldehyde plus control. In the experiment 3,
juveniles with 45 days DAE and with 3.75 + 0.81 g were considered the
concentrations 86.4, 172.8, 345.6, 691.2 and 1036.8 mg L-1 of formaldehyde and
control. After the defined LC50s, safety levels of 1 and 12 hours were calculated.
For histological analysis, the HE method was used. The 12-hour LC50s were for
experiment 1: 108.86 mg L-1 with confidence interval (CI) between 99.06 to
119.63 mg L-1; Experiment 2: 152.74 mg L-1 with IC between 142.62 - 156.18
mg L-1 and for experiment 3: 244.38 mg L-1 and IC between 224.37 - 251.23 mg
L- 1 of formaldehyde. Regarding safety levels, for experiment 1, the value of
66.22 mg L-1 (1 h) and 10.88 mg L-1 (12) was found; in experiment 2 it was 49.17
mg L-1 (2h) and 15.27 mg L-1 (12h) and in experiment 3 it was 68.89 mg L-1
(2h) and 24.43 mg L-1 (12h). Fish from Experiment 2 exposed to increasing
concentrations of formaldehyde exhibited more changes in the gills when
compared to the animals in Experiment 3. The results show that the age and stage
of development of L. alexandri influences the sensitivity of the animals to the
exposure of formaldehyde.

Key words: Formalin, toxicity, native fish, siluriform.
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1. Introducéo

Uma das fases mais criticas na producdo comercial de organismos aquaticos é a
larvicultura, onde o desenvolvimento de préticas adequadas é fundamental para o sucesso
da producdo de determinada espécie. Os estudos para larvicultura e producéo intensiva
de juvenis de pacama Lophiosilurus alexandri vem mostrando a possibilidade de
producdo desta espécie. Em condic¢des controladas a reproducéo pode ser realizada com
sucesso (Costa et al., 2015). Sua larvicultura pode ser realizada em altas densidades de
estocagem, até 300 larvas/L durante os primeiros 15 dias de alimentacdo exdgena
(Cordeiro et al., 2016). Apos esta fase, os juvenis podem ser condicionados ao alimento
formulado (Cordeiro et al., 2016) mostrando boa adaptacdo a manejos com racgdes
extrusada (Kitagawa, 2015), sendo também ja iniciado os estudos de nutricdo de juvenis
(Souza et al., 2013; Souza et al., 2015; Melo et al., 2016).

No entanto, com a intensificacdo pode ocorrer aumento da incidéncia de parasitas
e doencas infecciosas, tendo como fatores de risco, o estresse, a baixa qualidade da 4gua
e falta de boas praticas de manejo (Silva et al., 2013). Os parasitos tém relevancia
econdmica nas pisciculturas, sendo uma grande preocupacdo, pois peixes infectados
acabam sofrendo reducdo no crescimento, aumento na susceptibilidade a outras doencas
e até mesmo ocasionando mortalidades, exigindo cuidados e técnicas de manejo
adequadas para o sucesso do cultivo (Fujimoto e Carneiro, 2001).

Existem tratamentos terapéuticos e profilaticos com produtos quimicos utilizados
por meio de banhos de imersdo. Entre estes produtos, cabe destaque para o formol que
estd na lista da Food and Drugs Administration (FDA) nos Estados Unidos, como um
medicamento de uso aprovado para o controle de fungos, protozoarios e parasitos
externos (FDA, 1998). O formol (37%) demonstra ser um produto eficaz na profilaxia e
no tratamento de ectoparasitas de espécies de peixes de ambiente dulcicola (Aradjo et al.,
2004; Paix&o et al., 2013) e marinho (Fajer-Avila et al., 2003; Katharios et al., 2006;
Pahor-Filho et al., 2012). Entretanto, as concentra¢des sugeridas variam de especie para
especie. Estudos demonstraram que concentracdes entre 100 e 500 ppmil de formol
causaram danos nas branquias de Milkfish (Chanos chanos), com aumento da intensidade
de acordo com o aumento da concentracdo (Cruz e Pitogo, 1989). Mudangas
comportamentais e morfoldgicas como hiperemia e exoftalmia foram descritas no peixe

Baiacu (Sphoeroides annulatus) (Fajer-avila et al., 2003).
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Desta forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar a toxicidade aguda, alteragdes
patoldgicas e nivel de seguranca terapéutica do formol para tratamento em larvas e juvenis

de Lophiosilurus alexandri.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Aquacultura — Laqua, da
Escola de Veterindria da UFMG, Brasil e aprovados pela Comissdo de ética no uso de
animais CEUA —UFMG (49/2017).

2.1 Producdo de larvas e juvenis

Para o experimento, foram realizadas desovas de L. alexandri proveniente de
animais adaptados as condi¢des de laboratério, em tanque de fundo de areia, como
descrito por Costa et al. (2015).

Os ovos foram incubados a 28°C com aeracdo artificial e a eclosdo ocorreu 24
horas apds a coleta da desova. Apds a eclosdo os animais permaneceram nestas condi¢es
até o inicio da alimentacéo exogena.

Para a larvicultura, as larvas com sete dias apds a eclosdo foram estocadas em
tanques circulares montados em sistema de recirculacdo de dgua na densidade de 10
larvas/L, com temperatura de 27,5+0,5°C e oxigénio dissolvido > 5 mg L. A alimentac&o
consistiu no fornecimento de naduplios de artémia seguindo o protocolo descrito por
Cordeiro et al. (2016), durante 15 dias. Apos este periodo, os animais foram submetidos
ao condicionamento alimentar seguindo metodologia descrita por (Cordeiro et al., 2016).
Apbs o condicionamento alimentar, os juvenis passaram a ser alimentados com dieta
comercial extrusada de 1,2 mm, sendo proteina bruta 45% (minimo), fibra bruta 4%
(méximo), matéria mineral 10% (maximo), lipideos 7%, calcio 2%, fésforo 1%.

2.2 Testes preliminares de toxicidade aguda do formol
Para cada fase de desenvolvimento dos animais a ser testada foram realizados
testes preliminares com seis concentracfes de formol acrescidas do tratamento controle
(sem adicdo de formol), essas concentracdes foram baseadas em animais com idades
aproximadas a deste estudo. Nesses testes determinou-se o intervalo de concentracdo de
formol que resultou em nenhuma e total mortalidade para uso nos testes definitivos
(IBAMA, 1987; APHA, 1991).
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2.3 Experimento 1

Para este experimento foram utilizadas 140 larvas de L. alexandri, antes de iniciar
a alimentacao exdgena (sete dias apds ecloséo - DAE), com peso médio de 0,021 + 0,003
g e comprimento médio de 13,61 £ 0,78 mm.

Os animais foram transferidos para 14 béqueres com 600 mL de dgua com aeragao
individual e constante (Oxigénio dissolvido: 6,2 = 0,1 mg L™, Hanna® HI 9146),
mantidos em incubadora tipo DBO com controle eletrdnico de temperatura (27,3 £ 0,8°C)
e fotoperiodo de 12 h. O pH foi mantido em 8,2 £ 0,1 (Hanna® Combo pH & EC).
Durante o periodo experimental de 12 h, as larvas nao foram alimentadas.

O experimento foi delineado de forma casualizada com sete tratamentos em
duplicata. Foram testadas as seguintes concentracdes de formol, sendo elas, controle (sem
adicio de formol na dgua), T4s2 =43,2 mg L%, Tes4=86,4mg L™, Ti725=172,8 mg L,
Taas6=345,6 mg L2, Tee12=691,2 mg L e T1s04 = 1404,0 mg L, em sistema estatico.
Os animais foram submetidos a essas concentragdes com formol P.A. 37% - MERCK®,

Para verificacdo da mortalidade, nas primeiras 4 h foi realizada vistoria das
unidades experimentais a cada 5 minutos. Apds este periodo a mortalidade foi verificada
a cada hora. Animais eminentes a morte, ou seja, aqueles que ndo respondiam aos

estimulos mecénicos foram retirados e quantificados.

2.4 Experimento 2

Neste experimento foram utilizados 120 juvenis de L. alexandri apds os 15
primeiros dias de alimentacdo exdgena (22 DAE), apresentando peso médio de 0,23 +
0,03 g e comprimento médio de 29,62 + 1,94 mm. Durante esta fase 0s animais receberam
somente nauplios de artémia como alimento.

Antes de iniciar o experimento, os animais foram submetidos a jejum de 12 h.
Apbs o jejum, os animais foram transferidos para 12 béqueres com volume de 600 mL,
com aeracdo individual e constante (Oxigénio dissolvido 6,4 + 0,2 mg L), mantidos em
incubadora tipo DBO com controle eletronico de temperatura (28,5 £ 0,9°C) e fotoperiodo
(12 h), pH mantido em 8,2 + 0,2. Durante o periodo experimental de 12 horas de
observagdes ndo houve alimentacéo.

O experimento foi delineado de forma casualizada com seis tratamentos em
duplicata. Foram testadas as seguintes concentracdes de formol, a saber: Controle (sem
adicdo de formol na agua) Tss= 54,0 mg L™, T10s= 108,0 mg L, T216= 216,0 mg L?,
Tazo= 432,0 mg L e Tess= 648,0 mg L, em sistema estatico. Os animais foram

submetidos a essas concentragdes com formol P.A. 37% - MERCK®.
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As observacbes de mortalidade seguem os procedimentos descritos no

experimento 1.

2.5 Experimento 3

Para este experimento foram utilizados 120 juvenis de L. alexandri com peso
médio de 3,75 + 0,81 g e comprimento médio de 66,61 + 5,45 mm, (45 DAE). Estes
animais foram submetidos ao condicionamento alimentar e estavam se alimentando de
dieta comercial extrusada.

Antes do inicio do experimento os animais foram submetidos a jejum de 12 h.
ApoOs o jejum, os juvenis foram transferidos para 12 tanques com volume util de nove
litros com aeragdo individual e constante (Oxigénio dissolvido de 6,2 + 0,1 mg L),
fotoperiodo de 12 horas e estes foram mantidos em banho termostatico para controle da
temperatura (29,3 £ 0,5°C), além do pH mantido em 8,4 + 0,2. Durante as observacoes,
com duracdo de 12 horas, os animais ndo foram alimentados.

O experimento foi delineado de forma casualizada com seis tratamentos em
duplicata. Foram testadas as seguintes concentracdes de formol, a saber: Controle (sem
adicio de formol na agua), Tss4= 86,4 mg L%, T1726= 172,8 mg L, Taus6= 345,6 mg L
! Teo12=691,2 mg Lt e Tios68= 1036,8 mg L1, em sistema estatico. Os animais foram
submetidos a essas concentracdes com formol P.A. 37% - MERCK®.

As observacBes de mortalidade seguem os procedimentos descritos no

experimento 1.

2.6 Nivel de seguranca
Apbs a realizacdo dos experimentos, com os valores de CL50 foi calculado os
niveis de seguranca segundo Sprague (1971), sendo aplicado o fator de 0,1 a cada CL50

encontrada.

2.7 Analise histopatoldgica
Seis animais foram coletados ao longo das observagbes de mortalidade nos
experimentos 1, 2 e 3, estes foram fixados em boiun por 12 horas a temperatura ambiente
como descrito por Luna (1968). Em seguida, foram incluidas em parafina para
microtomia obtendo-se cortes histologicos de 5 um em laminas de vidro e corados por
meio da técnica hematoxilina/eosina. As amostras foram observadas em microscépio

Nikon eclipse E 200 e as imagens capturadas por meio de camera Leica DFC 500
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acoplada em microscépio optico Leica DM 4000 B. Para avaliacdo das branquias, sempre
foram avaliados o segundo arco branquial do lado direito dos animais.

Os seis animais coletados foram utilizados para as alteragdes patologicas que
foram classificadas descritivamente de acordo com Romano e Cueva (1988) e Randi et
al. (1996) como leve, quando a alteracdo afeta menos da metade da &rea analisada;
moderada, quando a alteracdo afeta mais da metade da area analisada; severa, quando a
alteracdo afeta toda a area analisada.

As branquias também foram avaliadas semi-quantitativamente pelo grau de
alteracdo da brénquia. Para tal, usou-se o célculo DTC (grau de alteracdo do tecido), que
se baseia na gravidade das lesdes, adaptado de Abdel-Moneim et al. (2012), Bernet et al.
(1999) e Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994). Para o céalculo do DTC, as alteracGes em
cada orgao foram classificadas em estadio I, que ndo prejudicam o funcionamento normal
do tecido; estadio Il, alteragdes mais graves comparadas ao estadio I, que afetam o
funcionamento normal do tecido; e estadio I1l, alteragdes muito graves que causam danos

irreparaveis ao tecido, conforme tabela 1.

Tabela 1: Alteracdes histopatoldgicas de branquias, assim como seus estagios de

severidade ao tecido.

Lesdo Estagio

Hiperplasia do epitélio branquial I

Fusdo lamelar I

Desprendimento do epitélio branquial I

Desorganizacao lamelar I

Telangiectasia ]

Ruptura do epitélio lamelar I

Fuséo lamelar completa ]

Necrose Il
* Adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994), Bernet et al. (1999) e Abdel-
Moneim et al. (2012).

Ap0s andlise das alteracBes em cada tratamento, foi calculado um valor de DTC
para cada animal seguindo a férmula:
DTC = (1 x El) + (10 x EIl) + (100 x EN),

Onde El, Ell e EllI refere-se ao nimero de alterac6es dos estagios I, 11 e 111, nessa

ordem. Os valores de DTC entre 0 e 10 indicam o funcionamento normal do érgdo; Entre
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11 e 20 indicam danos leves ao 6rgédo; Entre 21 e 50 constituem mudangas moderadas no
6rgdo; Valores entre 51 e 100 indicam lesdes graves e valores acima de 100 apontam dano

irreversivel ao érgéo.

2.8 Anélises estatisticas
A fim de estimar a concentracéo letal (CL50) e os intervalos de confianca (95%)
foi utilizado o programa “Trimmed Spearman Karber method” (Hamilton et al., 1977).
Os dados de DTC para o experimento 2 e 3 foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis

(0=0,05) post hoc Student Newman — Keuls (5%).

3. Resultados

3.1 Experimento 1
Apo6s 12 horas de exposicdo aguda ao formol ndo foi verificada mortalidade no
controle e na concentragd0 Tas32. Na concentracdo Tges registrou-se 16,6% de
mortalidade, enquanto nos tratamentos Ti72,8; Taas6; Teo1,2 € T1404 €sSta foi de 100%.

A CL50 de 1 e 12 horas pode ser observada na tabela 2, assim como o nivel de
seguranca.

Tabela 2: Concentragdes letais (CL50) e niveis de seguranca de formol estimadas de
acordo com o registro de mortalidades ao longo de 12 h de exposicao para Lophiosilurus

alexandri com sete dias pds ecloséo.

Intervalo de confianca Nivel de seguranca
Horas CL50 (mg L™?) (mg L?) (mg LY)*
1 662,21 583,33 - 751,75 66,22
12 108,86 99,06 - 119,63 10,88

* Nivel de seguranca segundo Sprague (1971). Multiplica-se o fator 0,1 ao valor
da CL50 de 1 e 12 horas.

Neste experimento ndo foi possivel a realizacdo de andlise das alteragdes
patoldgicas das branquias, devido a fase de desenvolvimento dos animais, em que as

branquias ainda estavam em formacao.
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3.2 Experimento 2
No controle e nas concentragdes Ts4 € T10s Nd0 foram registradas mortalidades.
Nas concentragdes Toies, T432 € Teag foram registradas 100% de mortalidade. As CL50 de

1 e 12 horas foram estimadas, assim como os niveis de seguranca (Tabela 3).

Tabela 3: Concentragdes letais (CL50) e niveis de seguranca de formol estimadas de
acordo com o registro de mortalidades ao longo de 12 h de exposicao para Lophiosilurus

alexandri 22 dias pos eclosdo.

Intervalo de confianca Nivel de seguranca
Horas CL50 (mg L) (mg L?) (mg LY)*
1 - -
2 491,72 459,31 - 526,42 49,17
12 152,74 142,62 - 156,18 15,27

* Nivel de seguranca segundo Sprague (1971). Multiplica-se o fator 0,1 ao valor
da CL50 de 1 e 12 horas.

As alteracdes patoldgicas das branquias de juvenis de L. alexandri sao
apresentadas na figura 1. A andlise de T1os ndo foi realizada, devido a perda do material.
As branquias no grupo controle apresentaram hiperplasias leves com desprendimentos de
epitélio pontuais e em sua maioria ndo apresentaram alteracdes (Figura 1A). No
tratamento Tsg4, as branquias apresentaram hiperplasia nas lamelas secundérias variando
de leve & moderada, desprendimento de epitélio leve e telangiectasias pontuais (Figura
1B). Branquias expostas ao tratamento T.is apresentaram hiperplasia nas lamelas
secundarias de moderada a severa com desprendimentos de epitélio leve a moderado
(Figura 1C). O tratamento Ta32 apresentou maior frequéncia de desprendimento do
epitélio de moderado a severo, com hiperplasias nas lamelas secundarias de nivel
moderado (Figura 1D). No tratamento Tesg foram observados desprendimento do epitélio
severo e hiperplasia severa nas lamelas secundarias (Figura 1E).

Os valores calculados de DTC para branquias foram: controle = 1,0 £ 0,7; Tsa =
15+0,5; Tois =6,5 +5,5; Taz2 = 8,8 + 8,4; Teag = 10,8 + 8,1 e foram semelhantes entre
os tratamentos (P>0,05).



Figura 3: Fotomicrografias de branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri expostos

ao formol. (A) Grupo controle. (B) Tratamento 54 mg L de formol: Hiperplasias leves
(setas). (C) 216 mg L de formol: hiperplasias moderadas (setas). (D) 432 mg L de
formol: Desprendimentos do epitélio de moderado a severo (ponta de seta). (E) 648 mg
L de formol: Desprendimento do epitélio severo com hiperplasias (ponta de seta).
Aumento de 20x; barra de 100 um (F) 648 mg L™ de formol: Imagem panoramica dos

filamentos branquiais (aumento de 10x; barra 200 um), coloracéo HE.

3.3 Experimento 3
N&ao houve mortalidade no controle e nos tratamentos Tgs4 € T172,8. Para Tassg,

Teo1,2 € T1036,8 @ Mortalidade foi de 100% apds 12 horas.
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A tabela 4 mostra as CL50 estimadas para 1 e 12 horas, assim como 0s niveis de
seguranga.

Tabela 4: Concentracdes letais (CL50) e niveis de seguranca de formol estimadas de
acordo com o registro de mortalidades ao longo de 12 h de exposicao para Lophiosilurus
alexandri 45 dias pds eclosao.

Intervalo de confianca Nivel de seguranca

Horas CL50 (mg L) (mg L?) (mg LY)*
1 - -

2 688,95 618,07 - 767,96 68,89
12 244,38 224,37 - 251,23 24,43

* Nivel de seguranca segundo Sprague (1971). Multiplica-se o fator 0,1 ao valor
da CL50 de 1 e 12 horas.

As alteracGes de branquias expostas ao formol durante o experimento 3 séo
demostradas na figura 2. As branquias do grupo controle apresentaram hiperplasias leves
nas lamelas secundéarias e em sua maioria sem alteracdo (Figura 2A). Em Tge 4 € T172,8 foi
verificado hiperplasias das lamelas secundéarias e alguns desprendimentos do epitélio
branquial (Figura 2B e 2C, respectivamente). Para Tassp registrou-se hiperplasias nas
lamelas secundarias de leve a moderada, alguns desprendimentos do epitélio, inicio de
fusdo e desorganizacdes lamelares pontuais (Figura 2D). Em Teo12 pOde-se observar
desorganizacdo lamelar, hiperplasias seguidas de comeco de fusdo lamelar com
desprendimentos do epitélio (Figura 2E). No tratamento Tiossg foram verificados
desprendimentos do epitélio, hiperplasias de moderada a severa, como consequéncia da

fusdo lamelar, desorganizacdo lamelar e telangiectasias (Figura 2F).



Figura 4: Fotomicrografias de branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri expostos

ao formol. (A) Grupo controle. (B) Tratamento 86,4 mg L™ de formol: Hiperplasias leves
(seta). (C) 172,8 mg L™ de formol: hiperplasias leves (seta) e alguns desprendimentos do
epitélio (ponta de seta). (D) 345,6 mg L™ de formol: Hiperplasias de leve a moderada
(seta) e desorganizacOes lamelares (*). (E) 691,2 mg L™ de formol: Hiperplasias (seta)
seguidas de comegco de fusdo lamelar (FL). (F) 10368 mg L de formol: Desprendimentos
do epitélio severo nas lamelas (ponta de seta). (Aumento de 20x; barra de 100 pum),

coloragdo HE.
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O DTC para juvenis de L. alexandri submetidos a concentracao de T1o3s,8 foi maior
em relacdo ao controle, Tges € T172,8; porém, semelhante as concentracdes Tasse € Teor1,2
(Tabela 5).

Tabela 5: Grau de alteracdo (DTC) das branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri
com 45 dias pds eclosdo, submetidos a diferentes concentragdes de formol no

experimento 3.

Tratamento DTC (média £ DP)
(mg L™ de formol)
Controle 0,75 £ 0,42
Tse.a 1,3+0,42
Ti728 1,5+0,92
Tass6 1,8 +0,8%
Teo1,2 1,8 +0,8%
T1036.8 8,3+5,3"

*Letras diferentes sobrescritas representam diferenca estatistica, Student-Newman-Keuls
(0=0,05).

4. Discusséo

No presente estudo a tolerancia a diferentes concentracfes de formol aumentou
com o desenvolvimento dos animais, com concentragdes de CL50.12n de 108 mg L™ nas
larvas com 7 DAE e CL50.12n de 244 mg L para animais com 45 DAE. A menor
tolerdncia em larvas com 7 dias apds a eclosdo pode ser devido a estas ainda néo
apresentarem o aparelho branquial completamente formado (Guimardes-Cruz, 2009).
Este fato indica a auséncia de mecanismos para reacdo frente a agressdo causada pelo
formol. Os animais com 22 dias ap6s a eclosdo, apesar de ja possuirem o aparelho
branquial formado apresentaram mais lesdes do que os animais com 45 DAE, mesmo
esses ultimos tendo uma maior concentracdo de CL50. Este fato sugere mecanismos mais
avancgados que consigam proteger as branquias da irritacdo causada pelo formol com o
desenvolvimento dos animais ainda que ndo estejam completamente desenvolvidos
mesmo 22 dias apos a eclosao.

No experimento 1 foi encontrado nivel de seguranca de 66,22 mgL*em 1 he

10,88 mg L em 12 horas. Ja para os experimentos 2 e 3 ndo houve CL50 apés 1 h de
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exposicdo. Os niveis de seguranca para os animais do experimento 2 foi de 49,17 mg L™
de formol em 2h e 15,27 mg L de formol em 12h. Ja os animais do experimento 3
apresentaram nivel de seguranca de 68,89 mg L™ de formol em 2 h e 24,43 mg L™ de
formol em 12 h. Esses resultados mostram que os niveis de seguranca para duas horas de
banho nos animais com 45 DAE foi superior aos animais do experimento 2. De acordo
com Sprague (1971), o nivel de seguranca é uma concentragdo possivelmente inofensiva
e, se respeitada, poderia reduzir a perda de organismos em funcdo de um determinado
toxico.

A recomendagao da aplicagdo de formol em banhos de imersao é de 170 a 250 mg
L durante 1 hora para controlar protozoarios e fungos em peixes teleésteos (FDA, 1998).
No entanto, este documento néo deixa claro se estas doses sdo baseadas em CL50 ou nivel
de seguranca. Quando comparadas estas concentragoes aos resultados de CL50 do
presente estudo verifica-se elevada sensibilidade das larvas de L. alexandri, uma vez que
a concentragdo de 172,8 mg L™ (experimento 1) e de 216 mg L (experimento 2)
causaram 100% de mortalidade nas 12 horas. Porém, no experimento 3 a concentragao
aproximada do minimo recomendado (172,8 mg L) n3o causou nenhuma mortalidade,
indicando uma maior resisténcia. Os resultados do presente trabalho ressaltam a
necessidade de estudos para as diferentes fases de desenvolvimento dos peixes para
recomendacdes de banhos com formol. Macniven e Litle (2001) mostraram que juvenis
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pesando 0,15 + 0.04 g obtiveram uma CL50
de 429,6 mg L de formol. Esses resultados foram proximos aos verificados no presente
estudo em juvenis de L. alexandri pesando 0,23 + 0,03 g onde a CL50 de 2 horas foi de
491,72 mg L de formol. Porém, para juvenis de tainha (Mugil platanus) com 1,0 + 0,26
g a CL50 de 1 hora foi de 317,73 mg L™ (Pahor-Filho et al., 2012), mostrando que os
valores de CL50 mudam de acordo com o grau de sensibilidade em diferentes espécies
de peixe (Prestes et al., 2013).

As alteragdes patologicas das branquias sdo frequentemente utilizadas como
biomarcadores ambientais em estudos de toxicidade em peixes, pois revelam através da
severidade das lesdes, a sanidade dos organismos, podendo também verificar o grau de
comprometimento dos tecidos (Carraschi et al., 2012; Santos et al., 2012; Reddy e Rawat,
2013). No presente estudo os banhos de imersdo em formol provocaram diversas
alteracdes na morfologia das branquias de L. alexandri. Varios trabalhos ja relataram
desprendimento epitelial, hiperplasia e telangiectasia causados pelo formol em diferentes
espécies de peixes (Smith e Piper, 1972; Cruz e Pitogo, 1989; Perera e Pathiratne, 2005;
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Carneiro et al., 2006; Pahor Filho et al., 2015). A concentragéo de 54 mg L (experimento
2) eas de 86,4 e 172,8 mg L* de formol (experimento 3), obtiveram as mesmas alteracoes,
como, hiperplasia nas lamelas secundarias consideradas de leve a moderada e
desprendimento do epitélio leve. A concentragio de 216 mg L™ no experimento 2,
ocasionou hiperplasia nas lamelas secundarias de moderada a severa com
desprendimentos do epitélio leve a moderado. As altera¢fes foram mais intensas que as
observadas na concentracdo 345,6 mg L™ de formol durante o experimento 3, onde
registrou-se hiperplasias nas lamelas secundarias de leve a moderada além de alguns
desprendimentos do epitélio. Contudo, ao comparar com a maior concentracdo do
experimento 2 de 648 mg L™ de formol verificou-se, desprendimento do epitélio e
hiperplasias severas nas lamelas secundarias, enquanto a concentragdo de 691,2 mg L*
(experimento 3) hiperplasias seguidas de comeco de fusdo lamelar com desprendimentos
do epitélio, mostrando alteracdes semelhantes ao do experimento 2.

Quando comparado a outras espécies, juvenis de tilapias Oreochromis niloticus
expostos a banhos de 250 mg L de formol durante 1 h, tiveram lesGes severas como
hiperplasia e desprendimento do epitélio respiratorio (Perera e Pathiratne, 2005). Em
juvenis de tainha M. liza expostos 67,5 mg L™ de formol, Pahor Filho et al. (2015)
observaram lesGes como hiperplasia leve e suave desprendimento do epitélio. Smith e
Piper (1972) relataram que em truta arco iris Oncorhynchus mykiss expostas a
concentracdo de 200 mg L' de formol durante 1 hora também provocaram
desprendimento epitelial nas branquias. Essas alteracdes sdo semelhantes as verificadas
no presente estudo, porém com maior ou menor severidade em fungdo do tamanho dos
animais e das concentracOes testadas, sendo que a alteracdo mais frequentemente
observada em L. alexandri foi o desprendimento epitelial, cuja frequéncia foi diretamente
proporcional ao aumento das concentracbes de formol independente da idade. O
desprendimento do epitélio observado nas branquias dos peixes submetidos ao formol é
uma resposta inicial do aparelho branquial quando ocorre o aumento das fungdes das
células e dos tecidos causado pela alteracdo das atividades fisiologicas dos animais
(Smart, 1976). Essa alteracdo é um mecanismo caracteristico da defesa das branquias que
favorecem o aumento da barreira agua-sangue, com esta perda da superficie respiratéria
a consequéncia pode ser morte por andxia (Thophon et al., 2003). Segundo Bernet et al.
(1999) o desprendimento do epitélio é uma alteracdo regressiva, sendo sua finalidade
reduzir funcionalmente o 6rgdo atingido, e deste modo, diminuir a contaminagdo do

animal pela substancia toxica.
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Além do desprendimento do epitélio, hiperplasias também foram encontradas em
L. alexandri. A hiperplasia é um mecanismo de defesa do animal, onde o epitélio se
espessa pelo aumento do numero de células epiteliais ocorrendo a diminuicdo da
superficie, reduzindo a entrada de toxinas como também a eficiéncia respiratdria podendo
causar danos ao animal e levar a morte quando a exposi¢do continua ao longo do tempo
(Cengiz, 2006; Roberts, 2012).

Os valores calculados de DTC para brénquias no experimento 2 foram
semelhantes entre os tratamentos variando de 1 a 10, devido as variacfes nas alteracdes
branquiais dos animais com 22 DAE. Contudo o maior valor verificado no experimento
2 superou o0 DTC de 8,3 registrado no experimento 3 para a maior concentragao de formol
testada. Mesmo com essas diferencas o DTC nos experimentos 2 e 3 demonstraram que
as alteracOes observadas nos animais expostos ao formol, ndo prejudicaram o
funcionamento normal do 6rgdo (DTC 0 < 10). Outro fator que pode explicar esses
valores é o caréater fixador do formol, que apesar de ter causado as lesdes pode ter
impedido a ocorréncia de mais alteracfes por fixar os tecidos branquiais. Estes resultados
reforcam que com o desenvolvimento dos animais 0s mecanismos de resposta das
branquias ao formol sdo mais eficientes para os juvenis com 45 dias p6s eclosdo

comparado aos animais com 7 e 22 dias pos ecloséo.

5. Concluséao

A idade e estagio de desenvolvimento de Lophiosilurus alexandri influencia na
sensibilidade dos animais em relacdo a exposicao ao formol. As analises histopatoldgicas
de branquias mostraram alterages irritativas em maior grau em animais mais jovens e

com valores de DTC abaixo de 10 sugerindo funcionamento normal das branquias.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa abordou questdes relevantes quanto aos testes de toxicidade aguda
em pacamas mostrando que a idade influencia na tolerancia dos animais ao formol e
indicaram que concentracdes subletais ndo apresentam alteracdes no tecido branquial.
Porém, revela que animais menores possuem mais alteracGes patoldgicas. As
alteracdes sugerem ativacdo de mecanismos compensatorios do pacama expostos ao

formol.

7.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Sugerimos estudos futuros com a realizagdo de testes in vivo para validagéo da
eficacia e do uso terapéutico do formol contra ectoparasitas que acometem peixes.
Monitoramento da deplecédo residual do formol no peixe e na dgua durante os

bioensaios de toxicidade aguda ou crénica.



