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RESUMO

CARDOSO, Leonardo Demier, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Outubro de 2017. EFEITO DA IVERMECTINA E DO
TRICLORFONE EM BANHO TERAPEUTICO PARA ACARA-BANDEIRA
(Pterophyllum  scalare, LICHTENSTEIN, 1823) PARASITADOS POR
Clinostomum complanatum. Professor orientador: Manuel Vazquez Vidal

Judnior.

A aquicultura brasileira, principalmente no que tange a piscicultura ornamental,
conhecidamente fez por muitos anos uso indiscriminado de medicamentos na
tentativa de tratamentos para eventuais doencas, seja por falta de informagéo, seja
por falta de medicamentos registrados ou por questdes financeiras. E de consenso
no meio cientifico que esse uso empirico e indiscriminado de substancias quimicas
trazem uma série de maleficios como selecdo de agentes patogénicos,
contaminacdo ambiental e riscos a saude humana. Em contrapartida, diversas
doencas ameacam o cultivo e a salude publica pela disseminacdo de zoonoses.
Metacercéarias de Clinostomum complanatum determinam a zoonose chamada de
clinostomiase, além de causarem perdas zootécnicas nos peixes afetados. A
mudanca que se almeja para que o0s medicamentos sejam utilizados de forma
racional passa por pesquisas que comprovem sua eficacia e seus efeitos toxicos na
producdo. Nesse sentido, Buscou-se avaliar a sensibilidade in vitro de metacercarias
de Clinostomum complanatum a ivermectina e triclorfone, assim como a
concentragdo letal média desses compostos em Acara bandeira atraves de banhos
de imerséo. Avaliou-se também a eficacia dos medicamentos e incremento de
temperatura no tratamento contra metacercarias de Clinostomum complanatum
encistadas em nadadeiras de acaras bandeira. Nos testes in vitro foi possivel
observar que houve sensibilidade do parasita ao triclorfone nas concentracdes de 5;
10; 15 e 20 mg / L e a ivermectina nas concentragdes de 8 e 10 mg / L. porém,
ambos ndo foram eficazes contra as metacercarias encistadas, assim como o0
incremento progressivo de temperatura, sendo efetivo apenas a lavagem das

nadadeiras em agua a 39°C. Dessa forma, foi conclusivo que a ivermectina e o



tricloforne ndo sao eficientes através de banhos de imersao no tempo testado para o
tratamento de acaras bandeira parasitados por metacerarias de Clinostomum
complanatum, apesar de haver sensibilidade do parasita as substancias. Deve-se
avaliar a possibilidade de promover a lavagem das nadadeiras com agua aquecida
visto que apesar de eficaz, gera maior manejo.

Palavras chave: metacercaria, metrifonato, zoonose, Peixe ornamental



ABSTRACT

CARDOSO, Leonardo Demier, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. October 2017. EFFECT OF IVERMECTIN AND TRICLORPHONE
IN BATH THERAPEUTICS TO ANGELFISH (Pterophyllum scalare,
LICHTENSTEIN, 1823) PARASITES BY Clinostomum complanatum. Advisor:

Manuel Vazquez Vidal Junior.

Brazilian aquaculture, especially in relation to ornamental fish farming, has for many
years been known to have indiscriminate use of medicines in the attempt to treat
possible diseases, either due to lack of information, lack of registered medicines or
financial reasons. It is a consensus in the scientific world that this empirical and
indiscriminate use of chemical substances brings a series of harms such as selection
of pathogens, environmental contamination and risks to human health. In contrast,
several diseases threaten cultivation and public health by the spread of zoonosis.
Metacercariae of Clinostomum complanatum determine zoonosis called
clinostomiasis, in addition to causing zootechnical losses in the affected fish. The
change that is desired for the medicines to be used rationally goes through research
that proves its effectiveness and its toxic effects on production. In this sense, we
aimed to evaluate the in vitro sensitivity of Clinostomum complanatum metacercariae
to ivermectin and trichlorfone, as well as the average lethal concentration of these
compounds in angelfish through immersion baths. It was also evaluated the efficacy
of the medicaments and temperature increase in treatment against Clinostomum
complanatum metacercariae encystified in angelfish fins. In the in vitro tests it was
possible to observe that there was sensitivity of the parasite to the trichlorfone in the
concentrations of 5; 10; 15 and 20 mg / L and to ivermectin at concentrations of 8
and 10 mg / L. However, both were not effective against the metacercariae, as well
as the progressive increase of temperature, with only the flushing of the fins in water
at 39°C. Thus, it was conclusive that ivermectin and tricloforne were not efficient
through time immersion baths tested for the treatment of angelfish parasitized by

Clinostomum complanatum metacerials, despite the sensitivity of the parasite to the



substances. The possibility of promoting the flushing of the fins with heated water
should be evaluated, since, although effective, it generates greater handling.

Keys words: metacercaria, metrifonate, zoonosis, Ornamental fish
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1 INTRODUCAO

A aquicultura tem se destacado no mundo todo, apresentando um
crescimento de 6,5% ao ano (LEUNG E BEATES, 2012), sendo que no Brasil, esse
incremento foi de 15,3% somente em 2010 (MPA, 2012). Influenciado
principalmente pela piscicultura, no Brasil esse acelerado crescimento tem relacao
com fatores como a pequena variacdo de temperatura da agua e do ar, extensas
areas de lamina de &gua disponiveis, desenvolvimento de tecnologias e
possibilidade de importacdo de insumos e equipamentos, assim como a extracao de
espécies na natureza (CAMARGO E POUEY, 2005).

O mesmo incremento também é observado na piscicultura de espécies
ornamentais, uma vez que a insercdo de novos produtores € incentivada pelo rapido
crescimento dos animais e o alto valor econdbmico no mercado nacional e
internacional, possibilitando uma reducdo na presséo extrativista sobre as espécies
nativas e funcionando como alternativa de renda para a producdo familiar (VIDAL
JR., 2007; TAVECHIO, 2010). No Brasil, a maior parte dos peixes ornamentais
provenientes do extrativismo, sdo oriundos sobretudo dos rios amazobnicos, dos
quais destacam-se os ciclideos, com cerca de 81 espécies, 0 que corresponde a 6%
da ictiofauna total (ARAUJO et al., 2009). O acara-bandeira (Pterophyllum scalare,
LICHTENSTEIN, 1823) é uma delas, e chama atencéo pelas suas caracteristicas
anatdbmicas e comportamentais, que permitem que seja uma das espécies mais
difundidas no mercado de peixes ornamentais.

Com o aumento das atividades ligadas a producdo de pescado e aquicultura
ornamental, elevou-se a relevancia de estudos relacionados com parasitos de
organismos aquaticos. A composi¢cao da comunidade parasitaria em peixes depende
nao sO da qualidade da agua (disponibilidade de oxigénio dissolvido, variacbes na
temperatura e pH, nivel da agua e efeitos da sazonalidade), mas também de fatores
relacionados ao hospedeiro (habitat, comportamento alimentar, fisiologia, idade e
sexo) e fatores relacionados aos parasitos (disponibilidade de larvas infectantes, de
hospedeiros individuais, da resposta imune do hospedeiro ao estabelecimento da
larva e da mortalidade natural dos parasitos) (TAKEMOTO et al., 2004; CARVALHO
et al., 2010; VITAL et al., 2011).
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O aumento no cultivo de espécies ornamentais pode propiciar um
desequilibrio na relacdo parasito-hospedeiro-ambiente, devido as condi¢cbes que
favorecem a transmisséo de doencas infecciosas, principalmente os macroparasitos
com ciclo de vida direto que causam surtos parasitarios e severos danos a producao
(BUCHMANN et al., 1987; PONPORNPISIT et al., 2000; KIM et al., 2002; GARCIA et
al., 2009).

Uma das maiores causas de prejuizos na aquicultura comercial € a infestacéo
por parasitas, pois promovem estresse nos peixes de cultivo intensivo que tém seu
desempenho zootécnico comprometido e ficam suscetiveis as infeccfes secundarias
responsaveis por danos irrecuperaveis ao produtor (BATISTA, 2016). Por isso é
importante que o produtor atente para a prevencao e o controle, pois sGo maneiras
mais eficazes de manter as doencas fora do sistema.

A ocorréncia de helmintos parasitos em peixes € observada frequentemente
na natureza e no cultivo. No ambiente natural, apesar da variedade de parasitos ser
maior do que a encontrada nos cultivos, os hospedeiros convivem com 0s parasitos
sem que estes Ihes causem danos, devido ao equilibrio estabelecido no cultivo entre
0 aspecto nutricional e fisiologico do peixe e o meio ambiente, inibindo a
manifestagéo de doencas (MORAES E MARTINS, 2004; GONCALVES, 2008).

Devido aos prejuizos que os parasitos causam na producdo, os produtores
sdo motivados a buscar conhecimento sobre as doencas que atingem 0s peixes e
obter solucbes para esse problema (DIAS et al., 2009). Porém, pouca tecnologia é
desenvolvida com fins terapéuticos e de diagndstico das principais doencas e
parasitoses, culminando no tratamento empirico feito por grande parte dos
piscicultores. O fato dos produtores tentarem realizar tratamentos sem base
cientifica adequada, além de muitas vezes nao solucionar os problemas, pode
causar degradacédo do meio ambiente, resisténcias e intoxicacdes. No geral, existem
comprovagdes cientificas a respeito do mecanismo de acdo e eficacia de
quimioterapicos, porém, sabe-se que ao ultrapassar determinadas concentragdes
dos medicamentos, pode-se causar um estresse acentuado nos peixes (FUJIMOTO
et al., 2006), aumentando a probabilidade de ocorréncia de afec¢cdes secundarias.

Muitos vermifugos de uso comum em mamiferos sdo utilizados na tentativa
de se eliminar os parasitas de peixes, porém, nem sempre atingem resultados
satisfatorios. Um deles, a ivermectina, € amplamente utilizada em ruminantes e

equinos, existindo também recomendacgfes para outros animais domésticos, e até
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mesmo para o ser humano, todos com grande eficacia para endo e ectoparasitas.
Apesar do excelente resultado nas demais espécies, em peixes seu uso ainda é
controverso devido a possivel alta toxicidade que a droga confere aos peixes,
contudo alguns estudos jaA comprovaram boa eficacia deste medicamento no
combate aos parasitas de peixes.

Diversos outros praguicidas sao utilizados indiscriminadamente nos
empreendimentos aquicolas, sobretudo organofosforados como o triclorfone,
comprometendo a qualidade ambiental dos corpos aquaticos que recebem o0s
efluentes das pisciculturas, além de gerar riscos a saude dos consumidores e
trabalhadores durante 0 manejo dessas substancias (LUZIVOTTO-SANTOS, et al.,
2009; MENDEZ, et al., 2014).

Diante deste quadro, o estudo de doencas parasitarias, assim como a
avaliacdo da eficacia e seguranca no uso de drogas anti-parasitarias em peixes, sdo
de suma importancia para suprir a falta de informacdes terapéuticas existente na
producdo de pescado e espécies ornamentais. Este assunto é de grande relevancia
para a otimizacdo da producéo, pois somente a partir do conhecimento das lesdes,
diagnostico e tratamento dos animais, poderdo ser formuladas estratégias que

contribuam para melhorias da sanidade no cultivo de organismos aquéaticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da ivermectina e triclorfone no combate a metacercarias de
Clinostomum complanatum em exemplares de Pterophyllum scalare através de

banhos terapéuticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a dose de toxicidade de ivermectina em banhos terapéuticos de trinta

minutos para acara bandeira;

Avaliar a dose de toxicidade de triclorfone em banhos terapéuticos de dez

minutos para acara bandeira;

Avaliar a concentracao letal média de ivermectina em banhos terapéuticos de

trinta minutos para acara bandeira;

Avaliar a concentracdo letal média de triclorfone em banhos terapéuticos de

dez minutos e banhos terapéuticos de 96 horas para acara bandeira;

Avaliar se ha hepatotoxicidade gerada pelo uso de ivermectina e triclorfone

via banho de imersdo em acara bandeira

Avaliar a eficacia da ivermectina, triclorfone e incremento de temperatura no
combate a cercarias de Clinostomum complanatum encistadas em exemplares de

Pterophyllum scalare.
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3 JUSTIFICATIVA

O acara-bandeira € uma espécie amplamente produzida e ocupa grande
parte do mercado de peixes ornamentais no Brasil. Muitos produtores do setor
sofrem prejuizos com doencas e constantes infec¢cdes parasitdrias nos seus
plantéis.

Apesar das constantes perdas do setor, pouco se tem conhecimento sobre
medidas terapéuticas a respeito dos parasitas, sendo amplamente realizado de
forma empirica pelos produtores, aumentando, inclusive, as chances de se
selecionar individuos patogénicos resistentes a determinados medicamentos,
portanto, estudos sobre protocolos de tratamento em peixes ornamentais
certamente contribuirdo com informacdes importantes para os produtores rurais,
assim como para a saude publica do Brasil, com informacdes relevantes para o

controle de zoonoses como a clinostomiase.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Pterophyllum scalare

O acara-bandeira € um ciclideo da ordem dos perciformes e classe dos
actinopterygii. Anatomicamente, possui o corpo comprimido lateralmente, suas
nadadeiras dorsal e anal sdo alongadas, conferindo um aspecto triangular ao peixe,
a nadadeira ventral é fina e longa, no padrdo selvagem a cor prateada predomina,
contrastando com linhas verticais pretas (AXEROLD, 1993).

A espécie é originaria da Bacia Amazonica e habita preferencialmente aguas
rasas e calmas, entre raizes e folhas de vegetacdo aquatica (FERRAZ, 1999). Na
natureza, se alimenta basicamente de invertebrados e €& considerado carnivoro
(DEGANI, 1993).

O nome da espécie faz referéncia as suas caracteristicas anatémicas, onde
“Pterophyllum”, que vem do grego, significa folha alada, justamente devido a forma
lanceolada e espessura de seu corpo, e “scalare” que significa escada ou degraus
devido as listras verticais negras que a espécie apresenta. E um dos mais populares
peixes ornamentais de aguas tropicais, sendo extremamente difundido entre os
aguaristas (CHAPMAN et al., 1997).

O formato do corpo do acara bandeira o possibilita a se movimentar por entre
raizes, enquanto sua coloracao serve como camuflagem quando descansa entre as
plantas (BALDISSEROTTO e GOMES, 2005). Apesar de ndo exceder os 15 cm em
cativeiro, na natureza pode chegar aos 20 cm de comprimento total, podendo viver
até sete anos de idade (SANTOS, 1981).

Apesar de se tratar de uma espécie endémica da bacia amazbnica, o cultivo
do acard bandeira se iniciou em paises da Europa, onde houve também o
desenvolvimento de novas variedades e melhoramento genético para fins
ornamentais. Posteriormente a Europa, o cultivo estendeu-se para o sudoeste
asiatico e sul dos Estados Unidos (VIDAL Janior, 2005).

Com um ano de idade o acara bandeira encontra-se pronto para reproducéo.

Apesar de haver caracteristicas de dimorfismo sexual, estas ndo sdo muito
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evidentes. O macho possui uma maior protuberancia na regiao cefélica, e a fémea
possui a papila genital com diametro duas vezes maior que o macho. Por esse
orificio os 6vulos séo expelidos. O casal de acara-bandeira faz sua postura de ovos
aderentes em raizes ou folhas submersas de plantas aquaticas (BALDISSEROTTO;
GOMES, 2005).

Durante a reproducao, a fémea limpa, com a boca, o substrato onde vai
desovar e € auxiliada pelo macho. Em 10 minutos a fémea libera, em um substrato
como folhas e troncos submersos, entre 20 e 500 6vulos, que sdo imediatamente
fecundados pelo macho. Apds a eclosédo, assim como os ovos ficavam, as larvas
mantém-se aderidas ao substrato durante alguns dias. Apés duas ou trés semanas,
os filhotes estardo com uma maior independéncia, e o casal encontra-se apto a
reproduzir novamente (DIAS e CHELLAPPA, 2003).

O tamanho minimo de comercializacdo desta espécie é de 2,5 cm de
comprimento padrdo, porém o mais comum é a comercializacado de peixes com 4 a
6 cm, o que depende de um periodo de engorda de aproximadamente 3 a 4 meses.
O preco varia de acordo com o tamanho do corpo e nadadeiras dos exemplares
(VIDAL Janior, 2005).

Diversas linhagens e variedades séo encontradas no comércio, sendo, boa
parte delas, desenvolvidas em paises da Europa, Asia e nos Estados Unidos
(RIBEIRO e FERNANDES, 2008).

4.2 PARASITAS NA PISCICULTURA ORNAMENTAL

A cada dia, a producdo de peixes ornamentais torna-se mais intensa, e
concomitantemente a esse crescimento, ha também o aumento da ocorréncia e
prejuizos causados por doencas parasitarias e infecciosas (ALVES et al., 2000; KIM
et al., 2002). Segundo Dias et. al. (2004), as doencas se tornaram um grande
problema na piscicultura brasileira.

O parasitismo em peixes, assim como diversas outras doencgas, pode ocorrer
ou se intensificar mediante alguns fatores predisponentes, como mudancas
ambientais, ma qualidade de &gua, alta decomposicdo de matéria organica e
condicdo nutricional inadequada (FERRAZ, 1999; PIAZZA et al., 2006). Outros
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fatores também influenciam, como o transporte inadequado (MARTINS et al., 2007;
GARCIA et al., 2003; LIM et al., 2003; ALVES, 2001) e a elevada densidade de
estocagem (PIAZZA et al., 2006). Aléem do qual, o meio aquatico facilita
substancialmente o deslocamento, acesso e a penetracdo de agentes patogénicos
(SOUSA e ROCHA, 2005).

Além da ocorréncia das parasitoses, algo que muito preocupa €é a
disseminacédo das mesmas, o que € facilitado pelo transporte de peixes ornamentais
(TAVARES-DIAS et al., 2000; MOUTON et al., 2001) principalmente pelo fato de na
maioria das vezes, ndo ser realizado um protocolo adequado de profilaxia e
quarentena (EVANS e LESTER, 2001; PIAZZA et al., 2006). Wu Shangong et al.,
(2007) relataram que parte da disseminacdo de parasitas se deve ao extensivo
comércio de peixes ornamentais e a introducdo de poecilideos para o controle de
larvas de mosquito.

A grande disseminacao de doencas e parasitos determina ndo s6 perdas na
producdo, mas também problemas de saude publica, visto que doencas de carater
zoondtico podem estar sendo carreadas. Silva (2011) ao analisar peixes do
mercado municipal de Araguaina — TO verificou que quase 100% dos peixes
possuiam metacercarias potencialmente patogénicas para o ser humano.

Tavares dias (2010) estudou a fauna parasitaria de oito espécies de peixes
ornamentais do médio Rio Negro, e de um total de 223 peixes examinados, 64,1%
estavam parasitados por pelo menos uma espécie de parasito, reforcando a
importancia de protocolos de quarentena, visto que 0s peixes capturados nessa
regido sdo comercializados em todo o pais.

A gravidade das lesbes ocasionadas pelo parasitismo variam de acordo com
o local afetado e o grau de infestacdo, podendo levar inclusive a alteracdes
comportamentais e perda em parametros zootécnicos. Segundo Mc Minn (1990) os
machos de Guppies parasitados tem o comportamento sexual alterado, o que faz
com que as fémeas ndo os selecionem para reproduzir. Essas alteracdes
comportamentais foram corroboradas por Menezes (2006), que observou uma
reducao de libido dos machos de Guppies infectados.

Indmeros trabalhos cientificos e livros publicados fornecem conteudo
informativo sobre a principal fauna parasitaria de peixes ornamentais. Podendo-se

destacar os protozoarios, monogénios, digénios, Crustaceos, moluscos, cestoides,
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nematoides, acantocéfalos, hirudineos e pentastomideos. (IWASHITA e MACIEL,
2013), (Kubitza e Kubitza, 2004; PAVANELLI et. al., 2008).

Uma grande diversidade de protozoarios (Tabela 1) pode ser encontrada
parasitando peixes jovens e adultos, e algumas infestacbes podem
significativamente causar grandes perdas econdmicas em cultivos aquicolas
(KUBITZA e KUBITZA, 2004). E os peixes jovens sao normalmente mais
susceptiveis ao perderem a imunidade materna transferida até que sejam expostos

ao antigeno, produzindo entédo, anticorpos especificos (BARCELLOS, 2013).

Tabela 1. Principais protozoarios encontrados parasitando peixes ornamentais.

Agente patoldgico ) Referéncia

Ichthyophthirius multifilis (Ictio) Barcellos, (2013); Noga, (2010);
Clemente et al. (2000)

Ichthyobodo necator (Costia) Cano et al. (2016); Pavanelli et al.,
(2008)

Trichodina Valladéo et al. (2015); Tavares-Dias et al.

(2009); Onaka (2009)

Chilodonella Tavares-Dias et al. (2009); Pavanelli et
al., (2008)

Hexamita Gallani et al. (2016); Reaavill e Roberts,
(2007)

Oodinaceae Tavares-Dias et al. (2009); koyuncu e

Cengizler (2002); Onaka (2009).

Epistylis Kubitza e Kubitza (2004); Pavanelli et al.
(2008); Onaka (2009)

Apiosoma Kubitza e Kubitza (2004); Pavanelli et al.
(2008); Onaka (2009)

Ambiphrya Kubitza e Kubitza (2004); Pavanelli et al.
(2008); Onaka (2009)

Myxosporideos Fetherman et al. (2014); Granath (2014);
Onaka (2009)

Fonte: Autor

Dentre os moluscos e crustaceos (Tabela 2). O primeiro pode ter em suas

formas larvais (gloquidias), a atuacdo temporaria como parasitas obrigatorios de
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peixes para darem continuidade a sua metamorfose. J& os crustaceos, basicamente
3 grupos (Copépodes, branquiurus e isdpodes) abrigam mais de 3000 espécies ja
descritas parasitando peixes de agua doce. Além de estarem relacionados a
grandes prejuizos ao cultivo de peixes pela acdo direta dos parasitos, 0s crustaceos
sdo apontados como os principais hospedeiros intermediarios e vetores de doencas
gue acometem os peixes (IWASHITA e MACIEL, 2014).

Tabela 2. Principais moluscos e crustaceos parasitas de peixes de agua doce

Grupo Espécie Referéncia
Moluscos Gloquideos Vilizzi et al. (2015);
Pavanelli et al., (2008)
Copépodes Ergasilus sp Marques, et al. (2015)
Lernaea sp Bernardino, et al. (2016);

Mirzaei et al. (2014).

Branquilrus Argulus sp Basu et al. (2016);
Saurabh et al (2010);
Reaavil e Roberts,
(2007); Bernardino, et al.
(2016)

Isbpodes Kumar et al. (2015);

Vijayakumar et al. (2014)
Fonte: Autor

Os representantes da classe Monogenea sao 0s principais parasitas
encontrados nas branquias de peixes, podendo ser encontrados também na
superficie corpérea e fossas nasais do hospedeiro. Causam lesGes no epitélio
branquial e ruptura dos capilares sanguineos, dificultando o funcionamento das
laminas branquiais e consequentemente a respiragcdo. Podem provocar uma
proliferacéo celular resultando em diminuigdo ou perda da atividade respiratoria que,
Nnos casos mais graves, causam a morte do hospedeiro por asfixia (UEDA et al.,
2013; PAVANELLI et al., 2008; THATCHER, 2006).

As espécies de monogenéticos de ocorréncia mais comum em agua doce no
Brasil pertencem a familia Dactilogiridae (DIAS-GRIGORIO et al., 2013; CARVALHO
et al., 2010; BATISTA, 2016; GRACA et al.,, 2007; SANTOS et al., 2013) e
Gyrodactilidae (SILVA et al., 2011; SINGHAL et al., 1986).
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Os cestoides (Tabela 3), popularmente conhecidos como ténias, possuem
caracteristicas anatdomicas Unicas, que os diferenciam de outros parasitos. Seu
corpo achatado, em formato de fita com tamanho variado, pode medir até varios
metros, possui aspecto segmentado por ser constituido de inUmeras proglétides
onde se localizam 6rgdos sexuais masculinos e femininos (hermafrodita). Na regiéo
anterior se localiza a estrutura denominada excélex, que possuem ganchos ou
ventosas responsaveis pela fixacdo do parasita. Quando adultos serdo encontrados
nos intestinos dos peixes. Por ndo possuirem boca e sistema digestorio, necessitam
de absorver os nutrientes ja digeridos que transitam pelo intestino, competindo por
nutrientes com o hospedeiro (IWASHITA e MACIEL, 2014; KUBITZA e KUBITZA,
2004; PAVANELLI et al. 2008).

Tabela 3. Principais géneros de cestoides relatados em peixes de agua doce.

Género Referéncias

Corallobothrium Galaviz-Silva, et al. (2013);
Choudhury et al (2004); Kubitza e
Kubitza (2004).

Proteocephalus Onaka (2009); Silva et al. (2011)

Diphyllobothrium Gustinelli et al. (2016); Iwashita e

Maciel (2014)

Fonte: Autor

Ja os nematddeos (Tabela 4) possuem o corpo alongado com forma tubular e
extremidades afiladas. Geralmente possuem uma coloragdo marrom amarelado ou
marrom avermelhado. Sao simétricos, com sexos separados. O aparato bucal e tubo
digestério sdo bem desenvolvidos (IWASHITA e MACIEL, 2014; KUBITZA e
KUBITZA, 2004). Sdo encontrados na agua e no solo, como forma de vida livre, ou
como invasores de plantas e animais. Os nematoides adultos, em peixes, vivem no
trato gastro intestinal ou cavidades corporeas (ONAKA, 2009). Os peixes podem
desempenhar o papel de hospedeiros intermediarios ou paraténicos, através do
gual, o ser humano pode se contaminar ao ingerir sua carne crua, confirmando o
carater zoonoético dessa patologia (IWASHITA e MACIEL, 2014).
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Tabela 4. Principais géneros de nematoides relatados em peixes de agua doce.

Género Referéncia
Eustrongylides Ventura, et al. (2016);
Sadrinejad, et al. (2014)
Philonema Kubitza e Kubitza, (2004)
Philometra Kubitza e Kubitza, (2004)
Anisakis Ventura, et al. (2016);

Iwashita e Maciel (2014);
Fujimoto et al. (2013)

Anguillicola crassus Pavanelli et al. (2008)

Contracaecum Ventura, et al. (2016);
Iwashita e Maciel (2014)

Pseudoterranova Iwashita e Maciel (2014)

Camallanidae Fujimoto et al. (2013);
Tavares -Dias et al
(2010); Piazza et al.
(2006)

Fonte: Autor

4.3 CLASSE DIGENEA

Sao considerados endoparasitas hermafroditas do grupo dos platelmintos e
possuem 0 corpo caracteristicamente em formato foliaceo e achatado dorso
ventralmente. Duas ventosas na regido ventral sdo usadas para a fixacdo no
hospedeiro (IWASHITA e MACIEL, 2014; PAVANELLI et al. 2008). Somente na
China, parasitando peixes marinhos, ja foram descritos cerca de 630 espécies de
digenéticos (LIU et al., 2010), o que demonstra a grande quantidade de trematédeos
com potencial parasitario piscicola no ambiente aquatico.

A presenca de digenéticos por si sO, pode nédo afetar consideravelmente o
cultivo, a ndo ser em infeccbes massivas ou concomitantes com outros parasitos,
porém pode ser considerado um problema de salde publica devido ao potencial
zoonético de algumas espécies (IWASHITA e MACIEL, 2014). Kubitza e Kubitza
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(2004) apontam o Posthodiplostomum minimum, conhecido como verme branco,
como sendo um dos principais representantes dessa classe de parasitas, porém,
muitas espécies de digenéticos podem ser encontrados parasitando peixes de agua
doce.

Mehrdana, et al. (2014) receberam amostras de platis (Xiphophorus
maculatus) provenientes de importacdo de Singapura para Dinamarca. Os peixes
estavam letargicos, e com natacdo erratica. A histopatologia identificou ainda a
hipertrofia e hiperplasia do epitélio branquial e fusdo lamelar. Evidenciou-se, nesse
caso, uma prevaléncia de 100% de parasitismo por metacercarias de Centrocestus
sp. nas branquias. Os autores alertam também sobre o risco da introducdo do
parasita has aguas do pais, visto que se trata de uma zoonose.

Santos e colaboradores (2013) avaliaram 104 exemplares de Mugil liza
(tainha) coletados na lagoa Rodrigo de Freitas-RJ e encontraram metacercarias
(Heterophyidae) em 100% dos animais, localizadas em baco, coracdo, parede
intestinal, figado, musculo, parede do estdbmago, gbnadas e vesicula biliar. Apenas
13 animais ndo possuiam metacercarias no musculo, que é a principal regiao
consumida na alimentagdo humana. Através de ensaio laboratorial, tecidos dos
peixes infectados foram fornecidos na alimentacédo de hamsters e foi possivel coletar
4 dias depois uma grande quantidade de parasitas adultos nos intestinos dos
hamsters, comprovando a capacidade e periculosidade dos trematédeos infectarem
mamiferos através do consumo da carne crua de peixes infectados com
metacercarias.

As metacercarias de alguns trematodos digeneticos tem a caracteristica de se
alojar nos olhos dos peixes, causando perdas parciais ou totais de visdo, 0 que
dificulta a apreenséo de alimentos e torna o animal uma presa mais facil (KUBITZA e
KUBITZA, 2004). Yamada et al. (2008) confirmaram a ocorréncia de diplostomiase
nos olhos de diferentes espécies de peixes coletados no alto rio Parana,
encontrando metacercarias de Austrodiplostomum compactum no humor aquoso de

mais de 30% dos peixes coletados.
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4.3.1 Clinostomum complanatum

Com ampla distribuicdo geografica, os componentes do género Clinostomum
sdo considerados parasitas definitivos de aves piscivoras, se localizando
principalmente na regido do trato digestivo superior, como faringe, laringe e esoéfago
(ROSSER et al., 2017; AOHAGI et al., 1992).

O ciclo de vida do Clinostomum complanatum é considerado complexo,
envolvendo peixes, moluscos e aves como hospedeiros. As aves parasitadas por
individuos adultos eliminam em suas fezes os ovos embrionados, que dessa forma
atingem a agua. Esses ovos ao eclodirem, liberam uma larva ciliada chamada de
miracideo, responsavel por invadir e determinar o primeiro hospedeiro intermediario,
que sdo moluscos. Os miracideos passam entdo a se desenvolver até que sejam
formadas as cercérias, que deixam o molusco e buscam seu segundo hospedeiro
intermediario, um peixe. Ao se fixarem no peixe, as cercarias elaboram uma
membrana protetora em torno de si, passando a ser denominada, nessa fase de
encistamento, como metacercarias. Nessa fase, as metacercarias possuem as
caracteristicas de um individuo adulto, exceto pela maturidade sexual, que ir4
ocorrer no hospedeiro definitivo apds o peixe ser capturado por uma ave piscivora.
Nela, o parasita se instala no trato digestivo e se reproduz originando ovos
embrionados. (PAVANELLI et al., 2015.; KOHN et al., 2013.; EIRAS et al., 2010;
KUBITZA e KUBITZA, 2004).

O homem aparece como hospedeiro acidental ap6s o consumo do peixe
infectado indevidamente processado. As metacercarias aderem a regido
orofaringea, causando faringite e laringite, responsaveis pela dor no ato de
degluticdo (LEE et al., 2017) Segundo Pavanelli et al., 2015, a clinostomiase em
humanos n&o possui tratamento medicamentoso, sendo necessario a extragao
instrumental do parasita. Apesar de nédo haver relatos da doenca em humanos no
Brasil, os elementos do ciclo evolutivo do parasita estdo presentes, e ja foi
encontrado em diversos peixes de agua doce. Os autores ndo descartam que a falta
de familiarizac&o, por parte dos profissionais da saude, com esse tipo de patologia
tenha mascarado diagndsticos e relatos no Brasil.

Metacercarias de Clinostomum complanatum (Figura 1) ja foram descritas no

Brasil parasitando Astyanax parahybae (lambari), Astyanax bimaculatus (lambari),
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Auchenipterus osteomystax (mandi), Cichlasoma paranaense (acard), Gymnotus
carapo (sarapoa), Hoplias malabaricus (traira), Hoplosternum littorale (cambota),
Loricariichthys platymetopon (cascudo), Leporinus lacustris (piau), Oligosarcus
hepsetus (bocarra), Potamotrygon falkneri (arraia pintada), Rhamdia quelen (jundid),
Parauchenipterus galeatus (Cumbaca) (EIRAS et al., 2010), Salminus brasiliensis
(Dourado) e Oreochromis niloticus (Tilapia) (SILVA et al., 2008)

Fonte: Autor

Figura 1 - Metacercaria de Clinostomum complanatum

Os peixes que apresentam infecgcbes massivas na pele, musculo, nadadeiras
ou viceras podem ter os parametros zootécnicos afetados, como a diminuigdo nas
taxas de crescimento, perda de fecundidade, alteracbes comportamentais e em
habitos alimentares, e em alguns casos, morte do hospedeiro, gerando perdas
econdmicas quando se refere a animais de cultivo (SUTILI et al., 2014; SHAREEF e
ABIDI, 2012; SILVA et al., 2008).
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4.4 DIAGNOSTICO

De acordo com Pavanelli et al.( 2008), a intensa producdo de muco nas
branquias e superficie do hospedeiro séo o sinal clinico mais facilmente detectado.
Os peixes parasitados apresentam sinais como letargia, natacdo proximo a
superficie, nadadeiras fechadas, busca por cantos isolados e reducédo do apetite. A
mudanca no comportamento dos peixes caracterizado por se esfregarem junto as
laterais de tanques ou aquarios, sinaliza a tentativa de se livrar dos parasitos.
Devido a esse comportamento, ferimentos podem ser observados no corpo e 0s
mesmos podem contribuir para a instalacdo de infec¢cdes secundarias por bactérias
e fungos.

lwashita e Maciel (2014) defendem que para se realizar o diagndstico das
enfermidades dos peixes de forma mais precisa, as analises laboratoriais séo
ferramentas de grande importancia. Para realizacdo de exames auxiliares ao
diagnéstico, os peixes infectados podem ser eutanasiados ou ndo. Normalmente
avalia-se o interesse comercial do peixe e o objetivo da analise (Pavanelli et al.
2008). Existem algumas maneiras de se determinar a presenca do parasito:

Faz-se a contencdo do peixe com o auxilio de um pano umido e realiza-se a
raspagem e coleta do muco para observacdo em microscopio optico. Utilizando uma
lamina de microscopia faz-se também a raspagem das branquias para observacao
do material coletado. Nesse caso, 0s peixes podem ser devolvidos aos tanques de
cultivo. O muco coletado pode ser observado fresco ou conservado em formol em
uma concentracdo de 5%. Como a maioria dos parasitas possuem movimentos
caracteristicos, o exame a fresco do material coletado tende a facilitar a observacgéao
(ISHIKAWA et al., 2016).

Quando o peixe apresenta altas infestacbes e o objetivo € quantificar os
parasitos, principalmente nas branquias, € necessario a eutanasia do animal e a
retirada do 6rgdo, que deve ser colocado em formalina comercial numa
concentracdo de 1:4.000 ou agua a 60°C, por duas horas. Apos esse periodo, agita-
se o frasco para que os parasitos se soltem das lamelas branquiais possibilitando o
exame do material em placa de Petri sob lupa ou microscépio (JERONIMO et al.,
2012; PAVANELLI et al., 2008).
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A propagacdo parasitaria pode ser muito rapida e apoés instalada, a
erradicacdo no ambiente é dificil de acontecer. Ao adquirir novos exemplares,
recomenda-se a realizacdo de banhos profilaticos e quarentena. Também se deve
evitar submeter estes animais a situacdes de estresse, visto que isso pode favorecer
a instalacdo dos parasitos (TAVARES-DIAS et al., 2009).

4.5 IVERMECTINA

A ivermectina é uma lactona pertencente ao grupo das avermectinas
(DELAYTE et al., 2006). A substancia € utilizada com frequéncia no combate a
endoparasitas e ectoparasitas de diversos animais, como ruminantes, equinos,
suinos, caprinos e carnivoros.

Alguns estudos comprovam também, sua eficacia nos seres humanos. No
Brasil, doencas ectoparasitarias como escabiose, tungiase e larva migrans sao
muito comuns em &reas de comunidades carentes (HEUKELBACH et al., 2003).

Segundo Heukelbach et al. (2003), o tratamento em massa da escabiose em
comunidades carentes demonstrou-se eficiente, porém néo € utilizada com muita
frequéncia, ao contrario do que ocorre em paises Africanos por exemplo. De acordo
com 0 mesmo autor, o0 tratamento com ivermectina apresenta baixo custo e alta
praticidade, favorecendo a maior aderéncia ao tratamento por parte das pessoas da
comunidade.

A ivermectina age nos canais de cloro controlados pelo acido gama-
aminobutirico (GABA), ocasionando um aumento no fluxo desses ions nas sinapses
nervosas em vermes redondos e na placa ou no botdo neuromuscular em
artropodes. Consequentemente ha hiperpolarizacdo das membranas nervosas,
ocasionando paralisia flacida, morte e eliminacdo dos parasitas (IVOMEC®, 2014;
SAQIB et al., 2015).

O fabricante do BOVECTIN® relata que a ivermectina ndo atravessa a
barreira hematoencefalica de mamiferos, logo, ndo atinge o sistema nervoso
central, onde atua o GABA. Assim como afirma Rodriguez-Vivas et al., 2014, que
afirma que nos artrépodes, o0 GABA se encontra nas sinapses neuromusculares,

estando susceptiveis aos efeitos da ivermectina, diferentemente dos mamiferos,
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onde o GABA atua exclusivamente na regido cerebral, estando protegido pela
barreira hematoencefalica. Porém, em peixes pode ocorrer de forma diferente, visto
gue Hoy et. al. (1990) encontrou elevadas concentracdes de ivermectina no SNC de
Salmo salar tratados com a droga, o que indica que a barreira hematoencefalica
dessa espécie € pouco desenvolvida.

No tratamento de Ergasilus labracis em Salmao do Atlantico, a ivermectina
demonstrou boa eficacia, porém, em doses de 0,4 mg/kg de peso vivo por via oral,
pode causar mais de 24% de mortalidade (HALLORAN O. J et al., 1992).

4.6 TRICLORFONE

O triclorfone pertence ao grupo quimico dos organofosforados e tem uso
difundido como pesticida nas mais diferentes areas agropecuarias. Esta relacionado
a graves problemas por afetar ecossistemas aquaticos nao alvo, ao ser utilizado de
forma indiscriminada em sistemas agricolas e de producido pecuéaria (MENDEZ, et
al., 2014).

Sua acéo contra o parasita se da por promover a fosforilagdo da enzima
acetilcolinesterase, responsavel por modular os niveis de acetilcolina nas sinapses
nervosas. Essa fosforilacdo é uma reacdo considerada quase irreversivel, inibindo a
acetilcolinesterase e tendo como resultado o acumulo de acetilcolina nas fendas
sindpticas neuromusculares, que dessa forma se mantém despolarizadas e
colinergicamente hiperestimuladas, o que por sua vez ocasiona paralisia espastica e
morte dos parasitas (BARROS et al. 2006; ZACHARY, 2007). Portanto, a
sintomatologia encontrada nos casos de intoxicagdo pelo triclorfon resultam da
hiperestimulacao do sistema parassimpatico (ZACHARY, 2007).

Segundo VENTURINI, 2010, em meio aquatico, principalmente em pH
alcalino, o triclorfon pode representar grande risco a organismos nao alvo, como
peixes e crustaceos, visto que a subtancia € rapidamente hidrolisada a diclorvos,
sendo a segunda, mais toxica que a primeira.

No Brasil, encontra-se produtos comerciais a base de triclorfon com registro
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, prevendo e liberando seu

uso na aquicultura. Segundo as recomendacdes do produto Masoten®, o Triclorfon é
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efetivo através de banhos terapéuticos em peixes de agua doce contra uma série de
parasitoses, como Argulus sp., Ergasilus sp., Lernea sp., Trichodinas, Dactylogyrus
sp., Gyrodactylus sp. e diversos trematédeos (MASOTEN®, 2017). Porém, as bulas

ainda indicam dosagens a um numero restrito de espécies de peixes.
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5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no setor de Aquicultura do Laboratorio de
Zootecnia do CCTA/UENF, Campos dos Goytacazes — RJ. Os peixes analisados

foram provenientes do polo produtor de peixes ornamentais de Muriaé - MG.

5.1 TESTE in vitro

Para a realizagado dos testes “in vitro”, avaliando a sensibilidade de cercarias
de Clinostomum complanatum a ivermectina e triclorfone (metrifonato), acaras
bandeiras parasitados foram abatidos por concusséo cerebral e suas nadadeiras
imediatamente retiradas e postas em agua previamente aquecida a 39°C para a
saida expontanea e obtencdo das metacercarias.

Em seguida, as metacercarias foram distribuidas casualizadamente em seus
respectivos tratamentos, compostos por progressivas concentragdes de ivermectina
(4, 6, 8 e 10 mg/L) e triclorfone (5, 10, 15, 20 mg/L) diluidos em solucéo fisioldgica
0,9% estéril, além do tratamento controle, sem adicdo de medicamentos. Cada
metacercaria representava uma repeticdo, totalizando 25 repeticbes. Os
tratamentos foram mantidos em banho maria a 39°C, sendo, as metacercarias,
observadas com auxilio de microscopio éptico e estereomicroscépio com o intervalo
de 15 minutos. A partir da quarta observacdo, ndo havendo mortes ou mudancas
significativas, o intervalo entre observacdes passou a ser feito a cada trinta minutos.
Apds mais quatro observacdes o intervalo passou a ser de uma hora até que nao
houvesse mais metacercarias vivas, a fim de se identificar o comportamento e o

tempo de sobrevivéncia das metacercarias em cada tratamento.
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5.2 CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CL50) DE IVERMECTINA

Para avaliacdo da toxicidade e concentracao letal média de ivermectina em
acarads bandeira através de banhos terapéuticos, foram utilizados 40 individuos
adultos e clinicamente saudaveis de acara bandeira, os quais foram pesados e
medidos quanto a altura e comprimento padrdo, divididos em grupos com mesmo
peso para entdo serem distribuidos entre os tratamentos.

Compunham os tratamentos banhos terapéuticos onde os animais ficavam
imersos em agua com a devida concentracdo de ivermectina (0, 20, 35, 50, 65
mg/L) pelo periodo de 30 minutos e posteriormente soltos em aquarios com a agua
de origem. Cada animal foi considerado uma repeticdo, totalizando cinco
tratamentos com 8 repeticdes. Durante o experimento manteve-se aeracao leve e
constante. O nivel de agua durante o banho de imerséo foi definido em 50 ml para
cada um grama de peso vivo, mantendo-se a concentracdo determinada de cada
tratamento.

Durante os 30 minutos de imersdo, os peixes foram observados para
deteccdo de sinais indicadores de intoxicacdo como natacao erratica, alteracédo de
movimentos respiratorios, desequilibrio e morte. Apds esse periodo, 0s animais
foram entéo transferidos para aquarios onde efetuou-se troca parcial de agua de
30% diariamente e a observacdo extendeu-se por 96 horas, quando foram abatidos
por seccdo medular para realizacdo de necropsia e coleta do figado. O érgao foi
preservado em formol neutro 10% para realizacdo de exame histopatolégico. O
mesmo procedimento foi executado com os peixes que morreram ao decorrer das
96 horas. Para determinar a concentracao letal média foi considerada a dose de
ivermectina onde 50% dos peixes morreram desde o momento do banho de imerséo

até as 96 horas posteriores.

5.3 CONCENTRAGCAO LETAL MEDIA (CL50) TRICLORFONE

Para avaliagdo da toxicidade e concentracdo letal média de triclorfone em

acaras bandeira através de banhos terapéuticos, foram utilizados 96 individuos
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adultos e clinicamente saudaveis de acara bandeira, os quais foram pesados e
medidos quanto a altura e comprimento padrédo, divididos em grupos com mesmo
peso para entdo serem distribuidos entre os tratamentos.

O experimento foi dividido em duas fases, onde na primeira, 56 animais, ap0s
biometria inicial foram dispostos em oito repeticbes entre 0s sete tratamentos de
concentragcbes progressivas de triclorfone (0, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2, 1,5 mg/L). Os
animais permaneceram em aquarios individuais, com a proporcdo de um Litro de
agua por grama de peso vivo, e cada qual com a concentracdo de triclorfone
determinada pelo tratamento. Os peixes foram mantidos sob os tratamentos pelo
periodo de 96 horas, enquanto eram observados os sinas indicadores de
intoxicacao.

Diariamente, apos aferir temperatura, nivel de oxigénio dissolvido e pH, a
agua era totalmente sifonada e substituida, mantendo-se a mesma concentracdo de
triclorfone, que era pesado diariamente em balanca analitica de 5 casas decimais e
diluido na agua a qual substituia a anterior. Os peixes mortos durante o experimento
passaram por biometria e necropsia, onde se avaliou macroscopicamente 0s 0rgaos
internos e se coletou o figado para histopatologia. O mesmo procedimento
biométrico e necroscépico foi realizado em todos os peixes abatidos por secc¢ao
medular ap6s as 96 horas de exposi¢cao ao triclorfone.

A segunda fase foi composta por cinco tratamentos com 8 repeti¢cdes, onde
um tratamento era o controle, em que nao se adicionou o triclorfone, e os demais
continham doses crescentes do agente quimico (10, 15, 20, 25 mg/L). Nessa fase,
porém, procurou-se utilizar o protocolo indicado para o tratamento de ectoparasitas
em carpas pelo medicamento Masoten®, através de banho de imersdo pelo periodo
de 10 minutos.

O nivel de 4gua durante o banho de imersdo manteve a proporcdo de 50 ml
para cada um grama de peso vivo, sendo respeitada a concentracdo determinada
de cada tratamento e a aeracdo foi constantemente mantida por um sistema de
compressor e pedras porosas difusoras, individualmente postas nas unidades
experimentais.

Apoés os dez minutos de imersédo nas solugdes supracitadas, os peixes foram
alocados em aquarios individuais com agua livre de medicamentos, onde foram
mantidos por 96 horas. Durante todo o experimento, os peixes ficaram sob

observacéo, e os animais mortos foram necropsiados e tiveram o figado coletado e
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fixado em formol neutro 10%, assim como ocorreu com os demais peixes ao fim do
experimento apds serem abatidos por sec¢cao medular.
Em ambas as fases considerou-se como concentracéo letal média a dose em

gue 50% dos animais morreram ao decorrer dos experimentos.

5.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Os testes para se obter protocolo de tratamento contra cercarias de
Clinostomum complanatum encistadas em nadadeiras de acaras bandeira
envolveram trés fases, totalizando treze tratamentos com oito repeticbes cada.
Todos os peixes utilizados estavam confirmadamente parasitados através de
visualizacao direta dos cistos na superficie corporea.

No primeiro momento, testou-se banhos de imersdo com quatro diferentes
doses de triclorfone (10,15, 20, 25 mg/L) pelo periodo de dez minutos, quatro doses
de ivermectina (4, 6, 8, 10 mg/L) em banhos terapéuticos de 30 minutos, e um
tratamento controle, onde os peixes passaram por banho de imersao de 30 minutos,
porém em agua sem adicdo de agentes quimicos. Para o triclorfone, foi utilizado o
medicamento comercial neguvon® com 97% de principio ativo. O produto foi pesado
em balanca analitica de cinco casas decimais para que se atingisse a dose
especifica de cada tratamento. Em relacdo a ivermectina, foi utilizado o
medicamento comercial Ivomec® Solucdo oral, com 0,08% de concentracdo de
ivermectina. Nesse caso, o principio ativo foi dosado com o auxilio de seringas
hipodérmicas de um mililitro.

Todos os peixes, ap0s decorrido o tempo do banho de imersdo, foram
translocados para aquarios independentes com dois Litros de capacidade
volumétrica atil, onde permaneceram pelo periodo de 7 dias. Durante todo o
experimento, os animais ficaram sob observacéo quanto suas caracteristicas fisicas
e comportamentais que indicassem intoxicacdo ou demonstrassem a morte ou
saida das cercarias. Diariamente os aquarios eram sifonados, observando-se a
presenca de cercarias soltas ao fundo e 30% da agua era trocada. Ao término, 0s
peixes foram abatidos por seccdo medular, necropsiados e o figado fixado

individualmente em formol neutro a 10% até ser encaminhado a histopatologia.
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A segunda fase visou induzir a saida das cercarias por elevacao gradativa da
temperatura ambiente. Assim sendo, oito repeticdes foram mantidas em aquérios
individuais de 1,5 Litros de capacidade volumétrica Gtil em temperatura estavel a
22°C, enquanto outros oito animais igualmente individualizados em aquarios
compunham o segundo tratamento, em que os aquérios foram submetidos a banho
Maria em uma caixa termo protegida a fim de se evitar variacbes de temperatura
influenciadas pela temperatura atmosférica. Como fonte de calor utilizou-se um
ebulidor elétrico de 1800 Watts e uma bomba submersa promovendo a circulagéao
de agua, mantendo a homogeneidade da temperatura por todas as repeticdes. Para
evitar que os niveis de oxigénio dissolvido tivessem um decrécimo circunstancial,
resultante do aquecimento da agua, os aquarios foram munidos de pedras porosas
difusoras alimentadas por um compressor de ar, mantendo aeracdo constante da
agua.

A temperatura foi entéo elevada constantemente obedecendo a taxa de 1°C a
cada 30 minutos até atingir os 39°C,tolerados pela espécie (IKEDA et al., 2011).
Apols atingir essa marca o aquecedor foi desligado e a temperatura abaixou
gradativamente até estabilizar naturalmente. Durante os testes houve constante
observacdo a fim de se detectar a saida das cercarias. Para facilitar essa
observacédo, os aquarios utilizados possuiam fundo preto para garantir o contraste
com as metacercarias.

Por fim, a terceira fase dessa etapa também envolveu o incremento de
temperatura para induzir a evasdo das cercarias encistadas na superficie das
nadadeiras dos peixes. Para tal, selecionou-se 16 peixes notoriamente parasitados,
dividindo-os em 8 repeticdes para o tratamento controle e 8 repeticbes para o
tratamento de lavagem com agua aquecida.

Para a execucdo, uma caixa termo isolada foi abastecida com agua
proveniente de onde estavam estocados os peixes. A agua foi aquecida com um
ebulidor elétrico até a temperatura de 39°C. Com o auxilio de uma bomba submersa
a agua era ejetada através de uma mangueira de silicone de quatro milimetros de
calibre interno a uma vazéao de 44 L/h. Os peixes foram pegos individualmente e as
nadadeiras uma a uma eram abertas manualmente e expostas ao jato de agua sem
friccAo mecéanica dos cistos e sem banhar todo o corpo do animal. Um fundo preto
de vidro foi utilizado a fim de facilitar a visualizacdo das cercarias ao abandonarem

0S Cistos.
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Como tratamento controle, as nadadeiras dos peixes foram submetidas ao
mesmo procedimento, sendo expostas ao jato de agua na vazao 44 L/h, porém, a
temperatura da agua utilizada foi a mesma da agua onde 0s peixes estavam
estocados.

Todos os peixes foram mantidos em aquérios individuais apdés o

procedimento por quatro dias para observacao de mortalidade pos tratamento.

5.5 HISTOPATOLOGICO

Durante a necropsia dos animais utilizados nos experimentos anteriores, 0s
orgdos e cavidades naturais foram macroscopicamente avaliados quanto a forma,
textura, consisténcia, coloracao das superficies e acumulo de liquidos. Os figados
foram coletados inteiros e imediatamente fixados e identificados individualmente em
formalina neutra tamponada a 10%. Todo material foi fixado por um periodo minimo
de 48 horas.

Todo material coletado para avaliacdo histopatolégica foi processado no
Laboratério de morfologia do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude, e no
Laboratério de patologia animal do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias,
ambos da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre.

Apés serem fixadas, as amostras passaram pelo processo de clivagem e
foram acondicionadas em histossetes plasticos, subsequencialmente iniciou-se o
processamento manual, onde as amostras foram desidratadas em cinco banhos
sequenciais de alcool etilico, sendo o primeiro banho em alcool a 70%, o segundo
em alcool a 80%, o terceiro em alcool a 90% e os dois seguintes em alcool absoluto,
com duracao de 30 minutos cada. Seguido da clarificacdo das amostras por imerséao
em dois banhos de xilol, de 10 minutos cada e impregnagdo por imersdo das
amostras em dois banhos, de 30 minutos cada, em parafina histolégica a 60°C. Em
sequencia, o material foi incluido em blocos de parafina.

Apos a solidificacéo, os blocos foram resfriados e cortados em sec¢des de 3
pum de espessura, em micrétomo rotativo. Os cortes provenientes foram

imediatamente colocados em banheira histolégica a 60°C, de onde foram coletados
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por laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina
(HE).

Apés a montagem das laminas, as mesmas foram analisadas individualmente
em microscopio Optico por dois observadores de onde também foram tomadas
imagens fotograficas. As alteracdes de congestdo, degeneracdo gordurosa e
degeneracdo hidropica foram classificadas em uma escala de 0 a 3 de acordo com
o grau de severidade e acometimento hepatico, onde 0 indica normalidade, 1 indica

alteracdo leve, 2 indica alteracdo moderada e 3 indica alteracdo de grau severo.
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6 RESULTADOS

Os peixes oriundos de produtores do polo de piscicultura ornamental da
regido de Muriaé apdés serem recebidos, em primeira analise apresentavam
formacdes amareladas e &reas hemorrdgicas nas nadadeiras Figura 2.
Aparentemente sem comprometimento locomotor. Nao foram encontrados cistos na
cavidade oral, nos opérculos, narinas e tampouco em 0rgaos internos. A miriade de
pontos amarelos foi evidenciada como cistos individuais contendo um trematoide
em seu interior, identificado como metacercarias de Clinostomum complanatum no
Laboratério de parasitologia veterinaria do Hospital veterinadrio da Universidade
Federal do Espirito Santo. Apesar de cada cisto conter uma metacercaria, por vezes
eles se sobrepunham, impossibilitando a contagem do numero de cistos em cada

hospedeiro. Foi possivel quantificar de 1 a 287 metacercarias por hospedeiro.

Figura 2 - Pterophyllum scalare parasitado por inUmeros cistos de
Clinostomum complanatum
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6.1 TESTE in vitro

Nos testes “in vitro” submeteu-se as metacercarias desincistadas a
diferentes concentragcfes de ivermectina e triclorfon diluidos em solucao fisiolégica
estéril 0,9%. Logo apds o desencistamento, as metacercarias apresentaram um
comportamento de grande movimentacdo ondulatéria de locomocdo. Os
movimentos reduziram progressivamente ao decorrer do tempo. Apés uma hora, em
nenhum tratamento as metacercarias apresentavam movimentos caracteristicos de
locomocéo, limitando-se a dobrarem-se em formato de “C” e esticarem-se.

A ivermectina apresentou mortalidade apdés 3 horas de tratamento,
representada pelos tratamentos 6 mg /L, 8 mg/Le 10 mg/L,com1, 11 e 12
mortes respectivamente. Momento em que houve também uma morte no tratamento
controle. O triclorfone causou mortalidade em um momento anterior, onde aos 45
minutos de exposicao o tratamento de 20 mg / L ja possuia 5 metacercarias mortas
(Tabela 5).

Tabela 5. NUmero de metacercarias mortas ao decorrer do tempo em banhos com
ivermectina e triclorforne

Tratamento 45 60 90 180 240 420 540 660 780 900
min. min. min. min min. min. min. min. min. min.

Controle 1 1 7 7 3 6

Ivermectina 1 5 10 1 3 5
4mg/L

Ivermectina 1 3 2 11 6 2
6mg/L

Ivermectina 11 10 4

8mg/L

Ivermectina 12 9 3 1
10mg/L

Triclorfone 2 12 11

5mg/L

Triclorfone 11 14

10mg/L

Triclorfone 16 9

15mg/L

Triclorfone 5 20

20mg/L
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Os dados de sobrevivéncia do teste in vitro foram submetidos aos testes Log-
rank, realizado no programa GRAPHPAD PRISM 6.0. Os graficos 1 e 2 mostram as
curvas de sobrevivéncia das metacercarias ao decorrer do tempo em solugdes de
ivermectina e triclorfone respectivamente, demostrando que houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001) entre as doses 8 e 10 mg/L de ivermectina
e o0s demais tratamentos, inclusive o controle. Em relacdo ao triclorfone, as
metacercarias foram significativamente sensiveis a todas as doses testadas
(p<0,0001), com um periodo de sobrevivéncia menor que no tratamento controle,

porém, nao diferindo entre elas.
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Gréfico 1: Sobrevivéncia das metacercarias ao decorrer do tempo em solucdes de
ivermectina.
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Grafico 2: Sobrevivéncia das metacercéarias ao decorrer do tempo em solugdes de
Triclorfone.
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6.2. CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CL50) DE IVERMECTINA

O teste de concentracao letal média de ivermectina em banho com 30
minutos de imerséo para acard bandeira apresentou as mortalidades expressas na
tabela 6.

Tabela 6. Mortalidade em banhos de imersao de 30 minutos em ivermectina

Tratamento Ndmero de mortos
Omg/L 0
20mg/L 0
35mg/L 1
50mg/L 4
65mg/L 5

Durante o banho de imersao, os peixes do tratamento controle se mantiveram
sem variacdes comportamentais claras, enquanto os do tratamento 20 mg / L ao 5
minutos de banho apesar de se manterem na vertical, apresentavam algum
atordoamento. Os batimentos operculares eram profundos e nédo parecem afetados.
Ao término dos 30 minutos e ao serem liberados em agua limpa, os peixes deitaram
no fundo do aquario, porém apresentaram rapida recuperacdo em dois minutos,
estando aparentemente recuperados aos 4 minutos pos banho.

Os peixes do tratamento 35 mg / L aos 4 minutos de banho estavam em
posicéo horizontal e sem movimentos de nadadeiras. Aos 15 minutos os batimentos
operculares eram superficiais, apesar do ritmo de 120 batimentos por minuto. Dois
minutos depois iniciou-se movimentos nas nadadeiras peitorais aparentemente
involuntarios. As primeiras reagdes observadas ao término do banho foram o retorno
do batimento opercular profundo dois minutos pos banho e um minuto depois 0s

animais nadavam em circulos. Um animal morreu logo apdés o banho, enquanto 0s
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outros se recuperaram em até 24 horas apds o banho, exceto uma repeticdo, que
levou 48 horas para expressar comportamento normal.

Os peixes que compunham o tratamento 50 mg / L estavam imdveis ou
deitados aos 3 minutos de banho associado a diminuicio dos movimentos
operculares. Os espasmos das nadadeiras peitorais tiveram inicio aos 10 minutos de
banho, e aos 15, era possivel observar um movimento opercular a cada sete
segundos. Ao serem soltos em agua limpa ap6s os 30 minutos de tratamento, todos
os peixes ficaram na horizontal deitados no fundo do aquario, iniciando as reacdes
quatro minutos depois, quando 0s peixes comecaram a tentar nadar e manter o
equilibrio, situacdo que perdurou por 24 horas nos animais que sobreviveram, visto
gue quatro deles estavam mortos 4 horas apds o banho. Durante esse periodo de
recuperacédo, Os peixes variavam momentos de natacdo em circulos com momentos
em que se mantinham deitados no fundo do aquério, e decorridas 48 horas os
animais mantinham o equilibrio, nadando lentamente pelo aquério.

No tratamento de 65 mg / L os peixes estavam imoveis aos 3 minutos de
banho e os espasmos nas nadadeiras peitorais iniciaram com 5 minutos de banho.
Assim como no tratamento anterior, 0s movimentos operculares foram afetados,
contabilizando-se aos 15 minutos de banho um movimento a cada 9 segundos. 4
horas ap6s o banho cinco animais haviam morrido. No periodo de recuperacédo pos
banho, os peixes alternavam momentos em que ficavam deitados no fundo e
momentos de natacdo em circulos, até que 48 horas depois se mantinham mais
equilibrados nadando lentamente. Ao final das 96 horas de observagéo, os peixes
pareciam clinicamente bem, porém mais lentos que o habitual.

Com base nos indices de mortalidade e analise de regressdo de probit
realizada no programa Statgraphic Centurion chegou-se a curva de mortalidade
representada pelo grafico 3, apontando a dose de 55,454 mg / L como a
concentracéo letal média de ivermectina para o acara bandeira adulto em banhos

de 30 minutos.
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Grafico 3: Curva de mortalidade cumulativa do acara bandeira em decorréncia da

dose de ivermectina em banho de imersao de 30 minutos.

6.3. CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CL50) TRICLORFONE

O teste de concentragao letal média de triclorfone em banho com 96 horas de

imersao para acara bandeira apresentou as mortalidades expressas na tabela 7.

Tabela 7. Mortalidade do acara bandeira em banhos de imersao de 96 horas em

triclorfone

Tratamento Numero de mortos
Omg/L 0
0,3mg/L 0
0,6 mg/L 1
09mg/L 1
1,2mg/L 2
15mg/L 5
1,8mg/L 7

A concentracdo letal média de triclorfone para o acara bandeira adulto em

banhos de 96 horas foi determinada com base nos indices de mortalidade e andlise
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de regresséao de probit realizada no programa Statgraphic Centurion chegando-se na
dose de 1,36464 mg / L. A curva de mortalidade representada esta representada

pelo grafico 4.
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Grafico 4: Curva de mortalidade cumulativa do acara bandeira em decorréncia da
dose de Triclorfone em banho de imersao de 96 horas

Durante as 96 horas de observacao o tratamento controle e o tratamento 0,3
mg / L ndo demonstraram alteraces comportamentais, enquanto o tratamento 0,6
mg / L apresentou pequenos sinais de hiperexcitacao a partir de 48 horas.

No tratamento 0,9 mg / L os peixes estavam hiperexcitados apés 48 horas,
evoluindo para convulsées quando estimulados a partir de 72 horas. Ao término das
96 horas, era possivel observar grande agitacao e reatividade dos animais.

No tratamento 1,2 mg / L foram observadas alteracdes ao passar 42 horas de
banho, onde alguns peixes estavam deitados no fundo do aquario. Os sinais de
intoxicacao progrediram observando-se animais com desequilibrio, de cabeca para
baixo e convulsfes. As mortes ocorreram as 66 horas e 72 horas, e os demais, que
sobreviveram, estavam gravemente afetados ao término das 96 horas.

No tratamento 1,5 mg / L, a hiperexcitacdo dos animais foi observada a partir
de 48 horas, também progredindo para disturbios natatoriais e convulsées durante
as horas seguintes. As mortes ocorreram no periodo de 49 a 79 horas de banho, e
0s sobreviventes também estavam gravemente afetados ao término do tratamento.

Os peixes do tratamento 1,8 mg / L j& estavam hiperexcitados nas primeiras
24 horas, sendo que em 49 horas o0s peixes praticamente ndo nadavam, ficando
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deitados no fundo do aquério. A primeira morte ocorreu com 24 horas de banho,
sendo as subsequentes com 42 horas, 49 horas, 66 horas, 72 horas e duas mortes
com 96 horas. O unico individuo sobrevivente estava gravemente afetado, sem
qualquer tipo de reacéo.

Os peixes submetidos as doses mais altas de triclorfone possuiam acumulo
de liquido na cavidade celomatica, observado na necropsia (Figura 3). A média de

peso aferido na biometria inicial e final encontra-se na tabela 8

Figura 3 - Ascite em Pterophyllum scalare apds imerséo de 96 horas em triclorfone

Tabela 8. Peso médio inicial e peso médio final em grama dos animais submetidos a
diferentes concentracdes de triclorfone durante 96 horas

0,3mg/L 03mg/L 06mg/k 09mg/lL 12mg/L 15mg/L 18mglL

Peso 8,6375 8,575 8,6625 8,925 8,625 8,6125 8,7875
inicial (g)

Peso 8,125 8,025 8,2 8,3625 8,8 8,95 9,15
final (9)

Em relacdo ao peso, utilizou-se o Teste t para amostras pareadas com o
auxilio do programa BIOESTAT 5.3, comprovando estatisticamente que 0s peixes
utilizados nos tratamentos controle; 0,3 mg/L; 06 mg/ L e 0,9 mg / L perderam

peso ao longo do experimento, enquanto no tratamento 1,2 mg / L houve um ganho
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de peso estatisticamente ndo significativo e nos tratamentos 1,5 mg/Le 1,8 mg/L
0s animais aumentaram significativamente o peso até o fim do experimento.

O pH e os niveis de oxigénio dissolvido foram monitorados durante o
experimento, aferindo-se sempre no momento anterior a troca de agua. Para
avaliacéo estatistica dos dados obtidos, utilizou-se a técnica de ANOVA, seguido do
teste de Tukey, realizado no programa BIOESTAT 5.3.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos testados em relacado ao pH
(p=0,1274).

A analise estatistica mostrou que existe diferenca significativa entre os grupos
estudados quanto ao oxigénio dissolvido (p=0,0006) e saturacdo de oxigénio
(p=0,0004) (tabela 9), no entanto, somente 0s grupo expostos a 1,5 e 1,8 mg/L de
triclorfone apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
(p<0,01), mas néo diferiu significativamente dos demais grupos expostos ao
triclorfone. Ainda, € possivel verificar que o grupo exposto a 1,8mg/L de triclorfone

diferiu do grupo exposto a 0,3mg/L.

Tabela 9. Média dos niveis de oxigénio dissolvido e saturacdo de oxigénio em
diferentes concentracdes de triclorfone.

Controle 0,3mg/L 0,6 mg/L 09mg/L 12mg/L 15mg/L 1,8 mg/L

Oxigénio
disolvido 5,72a 5,56° 5,44% 5,44% 5,39% 5,06 4,95
(mg/L)
Saturacédo
de 71,91*  71,09¢ 68,38 68,51 67,77 63,60°  62,64°

oxigénio(%)

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si ao nivel de 1% de significancia.

Em banhos de imersdo de 10 minutos, as doses de triclorfone causaram
mortalidade em acara bandeira (tabela 10) com o auxilio do programa Statgraphic
Centurion foi realizada regressdo de probit, gerando a curva de mortalidade
cumulativa em decorréncia da concentracéo de triclorfone representada pelo grafico
5. Sendo considerada a concentracéo letal média para acara bandeira, a dose de

21,8947 mg de triclorfone por litro de agua.
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Tabela 10. Mortalidade em banhos de imersao de 10 minutos em triclorfone

Tratamento Numero de mortos
Omg/L 0
10mg/L 0
15mg/L 0
20mg/L 2
25mg/L 7

Dentre os animais submetidos aos banhos de imersao por 10 minutos em
doses de triclorfone, os representantes do tratamento controle e do tratamento 10
mg / L ndo apresentaram sinais de alteracdo durante o periodo experimental. No
tratamento 15 mg / L os peixes pareciam levemente afetados, sem muitos distirbios
natatoriais e apresentaram pequenas lesdes nas extremidades das nadadeiras.

Os peixes dos tratamentos 20 mg /L e 25 mg / L ap6és os 10 minutos de
banho passaram as primeiras 4 horas deitados no fundo do aquario, sendo que as
mortes ocorreram no periodo de 18 a 24 horas apds o tratamento. Os demais, que
sobreviveram se recuperaram clinicamente, ndo apresentando sinais evidentes de

intoxicacdo aguda ao término das observacoes.
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Grafico 5: Curva de mortalidade cumulativa do acara bandeira em decorréncia da
dose de triclorfone em banho de imersdo de 10 minutos.
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6.4. PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Os protocolos de tratamento contra metacercarias de Clinostomum
complanatum encistadas nas nadadeiras de acara bandeira testados tiveram como
resultado a ineficacia de todos tratamentos a base de ivermectina (4, 6, 8, 10 mg/L)
em banhos de imersdo de 30 minutos. As metacercarias nao deixaram o hospedeiro
e permaneceram vivas durante o periodo de observacdo de 7dias pés tratamento.
Apesar de nao ter havido mortalidade, os peixes submetidos as doses de 8 e 10 mg
/ L apresentaram atordoamento durante o tratamento e se recuperaram poucos
minutos apos deixarem o banho de imerséao.

O triclorfone na concentracdo de 10 mg / L ndo promoveu a morte tampouco a
saida do parasita do hospedeiro durante o periodo experimental. Nas doses de 15
mg /L e 20 mg / L no periodo de dois a quatro dias apds o tratamento houve a saida
parcial das metacercarias e morte de dois individuos do tratamento 20 mg / L,
engquanto na dose de 25 mg / L houve a mortalidade de 7 individuos, que morreram
com as metacercarias ainda encistadas em suas nadadeiras.

O aumento gradual e constante da temperatura teve inicio com a agua a 22°C
e prosseguiu o constante incremento de 1°C a cada 30 minutos até que se atingiu
39°C, momento em que 0s peixes apresentaram mudancas comportamentais como
atordoamento, natacdo erratica e tentativas de saltos na superficie. Em duas
repeticdbes houve a saida de duas metacercarias, portanto o tratamento nao foi
capaz de promover o desencistamento das metacercarias.

Para o tratamento de lavagem das nadadeiras em agua aquecida a 39°C, 0s
peixes estavam inicialmente em aquarios com temperatura de 26°C. Um a um, foram
submetidos ao tratamento e em todas as repeticdes, 100% das metacercarias
deixaram o0 hospedeiro e foram depositadas vivas em uma caixa de coleta. A
mortalidade foi de um peixe no periodo de 24 horas apés o tratamento. Apds a saida
das metacercarias, permaneceram as membranas protetoras que delimitavam os

cistos, porém encontravam-se rompidas e vazias (figura 4).
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Figura 4 - Membranas cisticas vazias de Clinostomum complanatum apdés a
saida das metacercérias.

6.5. HISTOPATOLOGICO

A andlise histopatolégica das amostras hepéticas coletadas revelou uma série
de alteracOes de carater degenerativo e congestivo nos figados (Figura 5). Além da
congestao vascular evidenciada pela dilatacéo e replecdo de vasos sanguineos em
graus de severidade que variaram de leve a severa, as degeneracdes hidrépicas e
gordurosas também foram evidentes, subdivididas nos mesmos moldes de graus de
severidade, onde se observou respectivamente o acumulo de liquido intracelular
sem deslocamento nuclear e o acumulo de gordura intracelular, sendo visivel ao
microscopio os vacuolos esféricos e deslocamento do nucleo em direcdo as bordas
das células.

Os resultados histopatologicos foram significativos no que tange os animais
utilizados no teste de concentragdo letal média de ivermectina (tabela 11). Nesse
teste utilizou-se a técnica de ANOVA seguido do teste de Tukey, realizado no
programa BIOESTAT 5.3
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Tabela 11. Média dos graus de alteracfes hepaticas em acara bandeira de acordo
com a concentracdo de ivermectina em banhos de 30 minutos.
Tratamento Congestdao Degeneracao Degeneracéo

gordurosa hidrépica
Omg/L 0. 0a 0,375,
20mg /L 1,625y 1,625y 1,125,
35mg/L 1,375 1,75 lap
50 mg /L 2,25y 1,875y 2ab
65mg/L 1,75 2,2375p 2,285

Grau 0: Normal; Grau 1:alteracao leve; Grau 2:; Alteracdo moderada; Grau 3: Alteracéo severa
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si ao nivel de 1% de
significancia.

A andlise estatistica mostrou que existe diferenca significativa entre os grupos
estudados quanto a congestdo hepatica (p=0,0007), sendo que todos os grupos
expostos a ivermectina ndo diferenciaram entre si, apresentando congestao,
enquanto no grupo controle ela ndo ocorreu.

Existe também diferenca significativa entre os grupos estudados quanto a
degeneracdo gordurosa hepatica (p=0,0012), sendo que todos 0S grupos expostos
a ivermectina apresentaram degeneracdo gordurosadiferenciando-se apenas do
grupo controle, onde ndo houve essa degeneracdo. Quanto a degeneracao hidrépica
hepatica (p=0,0189), no entanto, somente 0 grupo exposto a 65mg/L apresentou
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05), mas né&o diferiu

significativamente dos demais grupos expostos a ivermectina.
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Figura 5 — Fotomicrografia de lesbes em figado de acara bandeira (Pterophyllum
scalare) submetidos a banhos de imersao em ivermectina e triclorfone. Campos dos
Goytacazes - RJ, 2017.

Legenda: A — Figado normal, amostra 37. B — Congestéo severa (*), amostra 103. C
- Congestdo severa em vaso, degeneracdo hidrépica severa (*), degeneragéo
gordurosa severa (seta), amostra 123. D — Degeneracédo gordurosa moderada (*),
amostra 94. E — Congestdo severa em vaso sanguineo, degeneracdo gordurosa
severa (seta) e degeneracao hidrépica moderada (*), amostra 1. F — Vasos normais
(*), degeneracao gordurosa leve (seta). A, B, C, D, E e F coloragcdo de hematoxilina-
eosina (HE).
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Em relacdo ao triclorfone (tabela 12), O teste estatistico mostrou que nao
existe diferenca significativa entre os grupos estudados quanto a congestdo hepatica
(p=0,0574), Degeneracado gordurosa hepatica (p=0,0992) e quanto a Degeneracao
hidropica (p=0,566).

Tabela 12. Média dos graus de alteracdes hepaticas em acard bandeira de acordo
com a concentracao de triclorfone em banhos de 96 horas.
Tratamento Congestdo Degeneracdo Degeneracdo

gordurosa hidropica
Omg/L 2 1,75 2,25
0,3mg/L 1,375 1,625 15
0,6 mg/L 1,125 1,25 1,25
09mg/L 0,625 2 2,25
1,2mg/L 0,625 1,875 1,625
15mg/L 1,714 2,428 2,285
1,8mg/L 0,571 3 2

Grau 0: Normal; Grau 1:alteracao leve; Grau 2: Alteracdo moderada; Grau 3: Alteracéo severa
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7 DISCUSSAO

Diversas espécies de peixes brasileiros ja foram descritos como hospedeiros
de metacercarias de Clinostomum complanatum (EIRAS et al., 2010), porém, no
acara bandeira ndo ha relatos, a ndo ser por outras espécies de mesmo género,
como o Clinostomum marginatum encontrado por Alves, et al. 2001 em acara
bandeira proveniente de cultivo, onde o0s animais possuiam sintomatologia
semelhante a encontrada no presente trabalho.

Apesar do numero variavel de metacercarias por hospedeiro, a quantidade de
cistos ndo parece ser determinada por alguma caracteristica fenotipica do peixe,
nao tendo relacdo com o tamanho corporal do animal (DALY, et al., 1987),
Ressaltando-se que a maior parte dos cistos se encontravam na maior nadadeira do
peixe estudado, a dorsal, apesar de terem sido encontrados parasitas em todas as
nadadeiras.

O arranjo de cistos nas nadadeiras, formando pontos isolados ou grumos
amarelos € também descrito por diversos autores (WANG, et al., 2017; SILVA et al.,
2008), porém, no presente estudo houve a evidéncia do parasitismo apenas nas
superficies das nadadeiras, diferentemente de autores como Silva et al. (2008) que
descreveram em tilapia (Oreochromis niloticus), jundia (Rhamdia quelen) e Dourado
(Salminus brasiliensis) a presenca do parasita na cavidade bucal, branquias, olho,
miocardio, intestino, figado, estbmago e musculatura.

O acometimento de diversos 6rgdos caracteriza maior gravidade da doenca
em comparacdo ao parasitismo focalizado nas nadadeiras, todavia, os pontos
hemorragicos formados podem atuar como portas de entrada para agentes
patogénicos secundarios, como bactérias e fungos (PAVANELLI, et al., 2008). As
respostas inflamatdrias séo evidentes e concomitantemente o decréscimo dos
indices zootécnicos podem ocorrer. Lima et al. (2014) comprovaram que jundias
(Rhamdia quelen) naturalmente infectados por metacercarias de C. complanatum
possuiam altas taxas de citocinas pré inflamatorias na corrente sanguinea. As
perdas econdmicas sdo decretadas também pelo aspecto repugnante impedindo a

comercializacao.
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7.1 TESTE in vitro

O teste in vitro revelou interessantes resultados, onde demonstrou que existe
sensibilidade das metacercarias em relacdo a ivermectina e ao triclorfone, porém, a
relacdo dose/tempo de exposi¢cao poderia ser letal aos peixes. A dose mais alta de
triclorfone (20mg /L) levou cerca de 45 a 60 minutos para causar a morte das
metacerarias enquanto a mesma dose nos peixes ja causou mortalidade em 10
minutos de exposicdo. A dose mais baixa testada, de 5 mg / L levou até 420
minutos para provocar a morte de todas metacercérias.

Estatisticamente em relagcdo ao tratamento controle, as metacercarias
sobreviveram menos tempo nas concentracdes de ivermectina de 8 e 10 mg /L, o
que indica que existe sensibilidade, porém, o tempo necessario para que as
metacercarias morressem foi de 180 a 420 minutos, e ao se confrontar os dados
obtidos no mesmo trabalho, o acard bandeira demontrou sinais de intoxicacao
aguda nessas mesmas doses em apenas 30 minutos de imersao.

O experimento in vitro demonstrou que as metacercarias desencistadas
podem sobreviver em solucao fisiologica 0,9% por até 15 horas a 39°C. Resultados
distintos dos encontrados por Wang, et al. (2017). Os autores identificaram que as
metacercarias sobreviveram por até 60 horas em solucao fisiolégica 0,8% a 22°C.
Segundo os autores, as metacercarias ndo apresentavam mais movimentos apos
12 horas de experimento e houve uma pequena mortalidade nas primeiras 24 horas,
sendo o periodo de maior mortalidade entre 36 e 48 horas, onde mais de 64% das
metacercarias morreram. Apesar da discrepancia nos resultados entende-se que o
principal fundamento para tal encontra-se na diferenca de temperatura, que age no
metabolismo fisioldgico de metacercarias trematodas (ROJAS, et al., 2015). Dessa
forma, submetidos a uma temperatura mais alta, o metabolismo das metacercarias
seria acelerado e necessitaria de fontes energéticas mais rapidamente. N&o
havendo, o parasita morre, corroborando com a teoria de Wang, et al. (2017) de que
as metacercarias de Clinostomum complanatum dependem de seus hospedeiros

para sobreviver.
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7.2 CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CL50) DE IVERMECTINA

Informacdes sobre a farmacocinética e toxicologia da ivermectina em peixes
ainda é escassa, apesar de ser bem difundida em outros ramos agropecuarios.
Além dos riscos ambientais, que seriam igualmente comparaveis nas demais
atividades, o uso na aquicultura ornamental ndo representa riscos diretos a saude
humana como nos casos onde se destina a producdo ao consumo alimenticio. Na
Unido Européia por exemplo, se determinou o periodo de caréncia de 49 dias apés
0 uso de ivermectina em mamiferos de producdo, sendo que os maiores niveis de
ivermectina e seus residuos sdo encontrados em gordura, figado e no musculo
onde efetua-se a aplicacdo (ESCRIBANO et al., 2012).

Segundo Horsberg (2012), a principal indicagéo da ivermectina na aquicultura
seria para o controle de copepodes ectoparasitas. Segundo o autor, apesar de néo
ser licenciada, a ivermectina era utilizada em cultivos de salméo na Irlanda, Canada
e Chile. Palmer et al., 1987 sédo autores de um dos primeiros trabalhos publicados a
respeito da toxicidade e eficdcia da ivermectina contra ectoparasita em peixes,
concluindo que apesar de obter bons resultados com a dose oral de 0,2 mg / Kg, a
mortalidade subiu de 2% para 24% ao utilizar 0,4mg / L, indicando baixa tolerancia
ao medicamento por parte dos salmdes.

Nos parasitas, de modo geral, a ivermectina atua nas sinapses
neuromusculares, onde o GABA estd presente (Rodriguez-Vivas et al., 2014),
porém a sintomatologia nervosa encontrada nos acaras bandeira que remete a
paralisia flacida, com auséncia ou diminuicdo de movimentos natatorios e
respiratorios pode confirmar que nos peixes a barreira hematoencefélica ndo inibe,
pelo menos com a mesma eficiéncia dos mamiferos, que a ivermectina atinja
tecidos cerebrais. Hoy et. al. (1990) supuseram que a barreira hematoencefalica de
salmbes seria menos desenvolvida que a dos mamiferos, pois ao utilizar
ivermectina marcada com tritio, pode confirmar altas concentracdes da substancia
em tecidos gordurosos e no sistema nervoso central. Confirmou também que por
realizar ciclo entero hepatico, a ivermectina se mantém no organismo do salméao por
longos periodos, diminuindo 35% da concentragdo entre o dia 4 e o dia 28 apés

administragao.
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N&o foram encontradas publicacbes a respeito dos efeitos toxicos da
ivermectina sobre o Pterophillum scalare, sobretudo doses e concentragcdes letais
do medicamento testadas para essa espécie via oral ou em banhos de imerséo.
Grande parte dos trabalhos com uso ivermectina em peixes se referem a
salmonideos.

Oliveira et al. (2016) testaram a concentracdo letal de ivermectina através de
imersdo de 96 horas em diferentes fases de vida do Danio rerio, encontrando 0s
seguintes resultados: juvenil = 17,21 ug/L, adultos = 74,88 pug/L e em embrides = <
800 pg/L. Possivelmente os embrides apresentam mais resisténcia devido a
protecdo coribnica ou pela imaturidade dos sitios alvo da ivermectina. Apesar de
trabalhar com outra espécie, as caracteristicas indicativas de intoxicacdo foram
semelhantes as apresentadas pelo acara bandeira desse trabalho como letargia,
desequilibrio, natac&o erratica e alteracdes dos movimentos operculares.

A maior disparidade encontrada entre as diferentes publicacdes e o presente
trabalho esta relacionada ao tempo de exposicdo, dificultando a comparacao dos
resultados de concentracao letal entre as espécies. O acara bandeira teve CL 50 de
55,454 mg/L em 30 minutos de exposi¢do, enquanto no Anguila anguila a CL 50 foi
de 0,2 pg/L em 24 horas (GEETS et al., 1992), Lepomis macrochirus teve CL 50 =
4,8 pg/L em 96 horas (HARLLEY et al., 1989) e Danio rerio teve perda de
movimentos com 440 pg/L em 24 horas (CARLSSON et al., 2013). Portanto, além
das particularidades intraespecificas, o tempo de exposicdo influencia diretamente

no resultado encontrado de CL50.

7.3 CONCENTRACAO LETAL MEDIA (CL50) TRICLORFONE

N&o se encontrou registros da utilizagcdo do Pterophyllum scalare como
modelo biolégico envolvendo estudos toxicolégicos de triclorfone. A CL50 em 96
horas de exposicdo estimada para o acara bandeira através desse trabalho foi de
1,36464 mg / L, dose essa, elevada se comparada com os 0,04 mg / L para juvenis
e 0,07 para jovens de pacu determinadas por Venturini (2010), ou com os 0,18 mg /
L para alevinos de Piaractus brachypomus (pirapitinga) (MENDEZ et al., 2014),

porém parece baixa quando comparada a CL50 de 21,7 mg / L para Oreochromis
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niléticus (AIKAHEM et al.,, 1998). A sintomatologia de intoxicacdo demonstra
semelhancas, como convulsdes, movimentos corporais rapidos e dificuldade
respiratoria.

As relevantes diferencas entre os dados apresentados e demais autores séo
compreensiveis ao se ponderar as caracteristicas fisiolégicas de cada espécie,
assim como a diferenca de idade entre os animais estudados, visto que animais
mais jovens tendem a ser mais sensiveis.

O banho em 10 minutos de imersdo em triclorfone permitiu que se chegasse
a CL50 de 21,8947 mg / L para o acara bandeira. Esse fato realca a importancia de
testes que demonstrem a sensibilidade das espécies mais cultivadas, visto que de
acordo com a bula do medicamento Masoten® (2017) existe a indicacdo de banhos
de 5 a 10 minutos em concentracdo de 20 mg / L para carpas. Nessa concentracao
ja havia mortalidade para o acara bandeira, além de se tratar de uma curta margem
de confianca. Tal fato também demonstra os riscos da utilizagédo indiscriminada dos
medicamentos, pois as espécies tratadas ndo necessariamente desenvolverao
respostas similares.

O comportamento hiperexcitado em diversos peixes estudados podem ser
explicados através do mecanismo de acgdo do triclorfone. Fosforilando a
acetilcolinesterase nas sinapses nervosas, ocorre o acumulo de acetil colina e
consequente hiperestimulacdo do sistema parassimpatico (ZACHARY, 2007).
Mataqueiro, et al. (2014) concluiram que o triclorfone inibiu significativamente a
atividade da acetilcolinesterase no plasma sanguineo e no cérebro de Piaractus
mesopotamicus necessitando de sete dias para retomar a atividade enzimatica
normal. Experimentos com tilpia, que aparentemente possui maior resisténcia ao
triclorfone, também confirmam os efeitos sobre a acetilcolinesterase. Guimarées et
al. (2007) utilizaram a concentracdo de 25 ppm de triclorfone nas tilapias, e
averiguou que houve significativa inibicdo da acetilcolinesterase apos 8 horas de
exposicdo, e e em 96 horas a reducédo na atividade enzimatica chegou a 85%.

Os niveis de oxigénio dissolvido na agua foram estatisticamente menores nos
grupos de triclorfone, principalmente nas doses mais altas. Apesar de nao atingir
niveis criticos, o fato intensifica a necessidade de utilizacdo de aeracdo durante o
tratamento com esse composto.

Seria natural que os animais perdessem peso ao longo do experimento, pois

foram mantidos em jejum, porém a medida que se aumentou a dose de triclorfone no
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banho de 96 horas, os peixes perderam menos peso que o tratamento controle e
nas 3 maiores concentragdes houve ganho de peso, sobretudo nas doses de 1,5 e
1,8 mg / L. O aumento de peso foi resultante da ascite desenvolvida por esses
animais. De acordo com Werner (2015), entre as causas de edema, pode-se
destacar as alteracdes na pressao coloidal osmotica decorrentes de hepatopatias e
de doencas renais caracterizadas por proteinuria. As lesdes hepéticas e renais sao
caracteristicas da intoxicacdo por triclorfone. Veiga et al. (2002) expuseram
exemplares de Prochilodus lineatus (Curimbata) & doses subletais de triclorfone
encontrando graves lesdes renais como dilatacdo glomerular, perda do contetdo
celular do epitélio capsular parietal e da membrana basal, inchacgo, vacuolizacéo e

granulacdes no citoplasma das células tubulares e focos de necrose acentuada.

7.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O estudo realizado testou diversas formas de tratamento, envolvendo banhos
de imersdo em doses de ivermectina, doses de triclorfone e incremento de
temperatura, objetivando matar e, ou expulsar as metacercarias de Clinostomum
complanatum encistadadas nas nadadeiras de exemplares de Pterophyllum scalare.
Ao se consultar a literatura, vé-se que o tratamento da clinostomiase € um problema
até mesmo em humanos. Nos relatos, comumente o0s parasitos sdo retirados
mecanicamente com o auxilio de pingas e laringoscopios (LEE et al., 2017
PAVANELLI et al., 2015; NORIHITO, et al., 2003).

Alguns autores defendem que em peixes, o tratamento medicamentoso é
ineficaz, restando o controle da fauna de hospedeiros intermediarios como
caramujos e o controle de aves piscivoras que se infectadas podem perpetuar o
ciclo do parasita, por conter ovos embrionados em suas fezes (PAVANELLI et al.,
2015).

DA SILVA et al, 2009 descreveram um tratamento eficaz a base de
praziquantel, onde os exemplares de Rhamdia quelen parasitados foram mantidos a
concentracdo de praziquantel de 1 mg / L, variando o tempo de tratamento. Os
tempos de 1 a 15 horas tiveram reducéo de 75,7% a 96,3% no numero de cistos ao

fim de 18 dias de observagdo, enquanto a exposicao por 20 horas teve 100% de
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eficicia, porém, a morte rapida dos parasitas favoreceu a ocorréncia de infeccdes
secundarias.

Lo et al. (1981) descreveram um tratamento acidental a base de triclorfone,
porém indicaram como mais eficiente a profilaxia através do controle ambiental,
esvaziando os viveiros, tratando com formol 10% e promovendo um vazio sanitario
de 1 més. Dessa forma, afirmam promover o controle de caramujos.

A observacéo do tratamento acidental se deu devido a uma alta e repentina
mortalidade de Plecoglossus Altivelis cultivados no lago Chu-pei em Taiwan.
Segundo os autores, houve um tratamento com triclorfone na dose de 1 mg / L no
dia anterior, e ao analisar os peixes, haviam lesées de perfuracédo por todo o corpo
e presenca de Clinostomum complanatum se deslocando.

Os autores entenderam que apesar do alvo do tratamento ser outro, O
triclorfone atingiu os C. complanatum, que na tentativa de deixar o hospedeiro
causaram as perfuracdes, que teriam culminado na morte dos peixes. Porém, ao se
considerar que doses de triclorfone de 5 e 10mg /L foram testadas nesse trabalho
sem que o parasita deixasse o hospedeiro, e apenas a partir de 15mg / L houve
alguma resposta, deve-se considerar que a mortalidade relatada por Lo et al. (1981)
possa ter outras causas envolvidas. A principio, pode ter havido coincidentemente a
data, um estimulo ambiental que deflagrou a saida do parasita, causando as
perfuracdes e consequente morte dos hospedeiros. Outra possibilidade seria o
acometimento dos peixes a alguma patologia de carater infeccioso ou néo, que
tenham provocado as mortes, e dessa forma o0s parasitas poderiam deixar 0
hospedeiro, formando as les6es pdés mortem, tal qual Rizvi et al. (2012) observaram
0 éxodo de 1101 metacercarias C. complanatum provenientes de 35 Trichogaster
faciatus logo apds a morte dos peixes por uma variacao na qualidade de agua.

As doses de triclorfone de 15 e 20 mg / L em um Unico banho de imerséo
promoveram a queda de parte das metacercarias encistadas, abrindo
guestionamentos sobre a possibilidade de atingir melhores resultados em banhos
sequenciais. Apesar de factivel, deve-se alertar para outras possibilidades, como a
selecdo de patdgenos resistentes caso parte ndo seja afetada pelo tratamento e
maiores possibilidades de intoxicacéo, sendo pertinentes estudos que comprovem a
meia vida do medicamento no organismo do peixe a ser trabalhado, como
Mataqueiro, et al. (2014) observaram em pacus, foram necessarios 7 dias de

recuperacdo para reestabelecer a atividade normal da acetilcolinesterase apos
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exposicao ao triclorfone. Esse tipo de informagéo contribui para o estabelecimento
de tempo entre doses subsequentes.

Apesar das concentracdes de ivermectina de 8 e 10 mg / L terem influenciado
significativamente na sobrevivéncia das metacercarias de Clinostomum
complanatum no teste in vitro, a eficacia do medicamento néo se fez presente no
tratamento dos animais parasitados. Segundo Wang et al. (2017), o tempo de
sobrevivéncia das metacercarias nao difere estando elas encistadas ou néo, porém,
o limitante em um teste in vitro seria a caréncia nutricional, visto que fora dos
hospedeiros, ndo havia alimentagdo para as metacercérias. Em teoria, a membrana
do cisto parasitario poderia conferir uma certa protecdo em relacdo a passagem de
substancias, mas com base nos dados obtidos, ndo se pode inferir que isso ocorra,
pois o comparativo entre os testes realizados, no hospedeiro, a imersao foi de 30
minutos, enquanto in vitro, as doses de ivermectina levaram a pelo menos 180
minutos para que se tivesse alguma mortalidade das metacercarias. O mesmo
ocorreu com o triclorfone, onde os testes com os hospedeiros foram baseados em
banho de 10 minutos enquanto in vitro a primeira morte nos tratamentos de
triclorfone ocorreu aos 45 minutos de exposicao. Tempo esses inviaveis nas
mesmas concentracdes para utilizacao em acara bandeira.

Do ponto de vista da seguranca alimentar, qualquer tipo de tratamento em
animais de producdo envolve riscos. Na piscicultura esses riscos sao ainda mais
complexos, devido a vasta variedade de espécies, sendo que cada qual possui suas
particularidades fisiologicas e metabdlicas, podendo alterar por exemplo o periodo
de caréncia para o consumo da carne apos o tratamento. Em pacus, o triclorfone
pode levar mais de 50 dias para ser excretado totalmente do organismo (LOPES, et
al., 2006), porem, segundo 0 Masoten® (2017), o periodo de caréncia em pacus é
de 22 dias e para tildpias de 40 dias. Essa diferenca pode ser ocasionada pela
diferenca de temperatura em que os testes foram realizados. A ivermectina segue a
mesma linhade raciocinio, visto que a temperatura da agua pode afetar a meia vida
do composto no organismo. Horsberg (2012) cita diversos trabalhos determinando a
meia vida da ivermectina em diferentes espécies. Os nameros variam de 2,2 a 33
dias.

Do ponto de vista ambiental os riscos também estdo presentes, porém,
alguns autores defendem que a ivermectina ndo ameaga gravemente o0 meio

ambiente. Davies et al. (1998) testaram a bioacumulacdo da ivermectina em
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mexilhdes e crustaceos na costa da Escocia, proximo a criatérios de Salméo que
faziam uso de ivermectina, e concluiu que as concentragdes ambientais eram
pequenas, sendo o0s efeitos toxicos improvaveis para organismos nao alvo.
Segundo Halley et al (1989) a ivermectina pode sofrer degradacdo em 12 horas na
adgua quando exposta ao sol, além disso, ao se difundir no sedimento, dificilmente
torna a forma aquosa. J& Sanderson et al. (2007) constataram que a meia vida da
ivermectina em agua seria entre 3 a 5 dias.

Os protocolos de tratamento testados através do incremento de temperatura
foram criados com base nas caracteristicas do ciclo de vida do platelminto
estudado. Primeiramente, sabe-se que o hospedeiro definitivo dos Clinistomum sp.
sao aves piscivoras, e acidentalmente o homem ou outro mamifero que se alimente
de peixes, somando-se ao fato do individuo adulto se localizar na regido superior do
tubo digestivo do hospedeiro (ROSSER et al.,, 2017), entende-se que o parasita
deva deixar o cisto antes de chegar ao estbmago, excluindo-se, a principio, as altas
concentracfes de enzimas digestivas como principal ativador do desencistamento.
Dessa forma, voltou-se o foco para temperatura, e considerando que a temperatura
das aves de modo geral se mantém em torno de 41 a 42 °C, podendo ser préximo
aos 38°C a depender do ambiente e espécie (WELKER et al., 2008), associado a
temperatura maxima suportada pelo acara bandeira, préximo de 39°C (IKEDA et al.,
2011; PEREZ et al., 2003) foram determinados os tratamentos.

O acréscimo gradual da temperatura foi realizado durante 8 horas e 30
minutos, atingindo 39°C, objetivando o estimulo de saida dos parasitas sem
provocar o choque térmico e morte dos peixes. Apesar de ndo provocar a morte dos
peixes, 0 acréscimo da temperatura foi estressante, evidenciado pelo aumento de
batimentos operculares e distlrbios natatoriais nas temperaturas mais elevadas. O
desencistamento das metacercarias porém, nao ocorreu, permitindo inferir que a
temperatura final ndo provoca o estimulo necessario para que o parasita deixe 0
hospedeiro se ndao houver uma variagdo repentina entre a temperatura inicial e final.
Ao se remeter ao ciclo de vida do parasita e como 0 processo ocorre naturalmente,
Vé-se que 0 mesmo € exposto repentinamente a temperatura corporal de aves
piscivoras no momento da predacao (KOHN et al., 2013.; EIRAS et al., 2010), logo,
0 acréscimo gradual da temperatura promove a aclimatacdo do parasita ao

ambiente.
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Por outro lado, a lavagem das nadadeiras em agua previamente aquecida
mimetiza mais fidedignamente o estimulo térmico provocado durante a predacao.
No momento da lavagem com agua a 39°C, as metacercarias romperam 0s cistos
imediatamente, corroborando com os resultados de LO et al. (1987) e Kalantan e
Arfin (1987) que testaram a imerséo dos cistos em diversas faixas de temperatura, e
em ambos os trabalhos, se obteve o desencistamento em temperaturas de 38°C e
0s autores concluem que em 41°C 0 processo ocorreu mais vigorosamente.

A alta temperatura também pode ser nociva ao parasita. LO et al. (1988) e
Kalantan e Arfin (1987) afirmam que a partir de 45°C as metacercéarias se tornavam
inativas e morriam, em 50°C no intervalo de 10 minutos no interior do cisto, o que
remete ao questionamento se tratamentos quimicos agressivos podem também
ocasionar a morte subita do parasito, e o mesmo continuar fixado sobre o
hospedeiro.

A Unica forma efetiva de tratamento testada neste trabalho foi a lavagem
individual de nadadeiras com agua a 39°C, o que pode gerar alta mao de obra
guando se objetiva tratar um lote numeroso de peixes. Como as metacercarias
deixam os cistos ainda vivas, € recomendado manté-las aquecidas a 50°C por no
minimo 10 minutos (KALANTAN e ARFIN, 1988) ou aguardar que morram antes do
descarte da dgua. O manejo estressante também pode ocasionar a morte de parte
dos animais, portanto, deve-se avaliar o custo beneficio do tratamento antes de
determina-lo. Ressalta-se que o tratamento ndo exclui a importancia de se realizar
medidas como desinfec¢cdo de tanques de cultivo, controle de caramujos e aves
piscivoras, sob o risco de reinfec¢cdo dos animais tratados.

7.5 HISTOPATOLOGICO

Os achados histopatologicos encontrados nos grupos de peixes testados
apresentaram significativas alteracfes, onde evidenciou-se congestdo hepatica,
degeneracdo gordurosa e degeneragcdo hidropica principalmente nos animais
expostos a ivermectina destacando-se do tratamento controle, em que a estrutura

hepatica permaneceu preservada.
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A degeneracdo hidropica é considerada uma lesdo aguda na célula funcional
do figado. A patogenia oriunda normalmente de agressfes toxicas, metabolicas e
hipoxicas que afetam bombas eletroliticas responsaveis pelo equilibrio
hidroeletrolitico celular resultando no acumulo de liquido na célula. (BARROS,
2010; PEREIRA, 2013)

A degeneracdo gordurosa, ou esteatose hepatica se da pelo acumulo de
gordura no interior dos hepatécitos. A causa pode estar relacionada a hepatotoxinas
que afetam as funcdes mitocondriais e microssomais inibindo a oxidacdo de
gorduras (BARROS, 2010) outro fundamento para a esteatose € a desnutricdo
proteico energética, que deflagra a mobilizacdo de lipideos oriundos do tecido
adiposo para o figado (PEREIRA, 2013).

Em mamiferos, a congestdo de vasos hepaticos esta quase sempre
relacionada a insuficiéncias cardiacas (BARROS, 2010) e Segundo Baldisseroto
(2013) em determinadas circunstancias o organismo dos peixes podem sofrer
adaptacdes metabdlicas. Acredita-se que nos peixes expostos a ivermectina, tenha
havido maior fluxo sanguineo no figado, a fim de metabolizar o mais rapido possivel
0 composto toxico. E os conceitos fornecidos por Barros (2010) e Pereira (2013),
fundamentam a hip6tese de que as degeneracbes hepaticas encontradas nos
peixes expostos a ivermectina tenham causas toxicas.

Varo et al. (2010) detectaram em Sparus aurata que receberam ivermectina
via oral na dose 0,2 mg / kg, alteracdo dos niveis de 36 proteinas hepéticas
envolvidas no metabolismo. Segundo os autores essas alteragdes preconizam as
lesdes detectaveis nas andlises histopatolégicas.

As lesbes hepaticas microscopicas relatadas em peixes que foram expostos
ao triclorfone incluem deslocamento nucleolar no hepatdcito, células hipertrofiadas e
areas de necrose, como descrito por Mataqueiro et al (2008) em Piaractus
mesopotamicus, e por Fanta et al. (2003) em Corydoras paleatus. Os acaras
bandeiras usados nesse trabalho ndo desenvolveram lesdes tdo graves ao serem
expostos ao triclorfone.

A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significante entre
os niveis de severidade das alteraces hepaticas entre os tratamentos de exposi¢cao
ao triclorfone na determinagcdo de DL50 e o controle. Assim como n&o houve
diferenca entre os tratamentos testados no experimento de protocolo de tratamento.

Nesses casos, até mesmo os tratamentos controle possuiam alteragdes hepaticas.
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E importante salientar que isso ndo significa que altas concentracbes de
triclorfone ndo causem alteragBes a nivel hepéatico. Com fundamentacdo em Barros
(2010) e Pereira (2013) as lesdes encontradas podem ser geradas por carater
nutricional. O lote de peixes utilizados no experimento de DL50 de triclorfone foram
adquiridos com escore corporal baixo, indicando que 0s animais pudessem estar
desnutridos. E os peixes utilizados no protocolo de tratamento passaram por jejum
prévio de 1 dia somado aos 7 dias de observacao, totalizando um longo jejum.
Acredita-se entdo, que parte das alteracdes hepaticas desses individuos tenham
ocorrido em decorréncia da deficiéncia proteico energética, mascarando 0s
resultados reais, assim como proposto por Mladineo et al. (2006), que creditam as
alteracdes hepaticas a escassez nutricional apds 0s peixes passarem pelo jejum de
6 dias.
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8 CONCLUSAO

Com as informacbes obtidas é possivel concluir que as metacercarias de
Clinostomum complanatum sdo sensiveis a ivermectina e ao triclorfone, porém a
dose e o tempo de exposicdo necessérios para efetuar o tratamento quando as
mesmas encontram-se encistadas nas nadadeiras de acaras bandeira (Pterophyllum
scalare) sdo incompativeis com os niveis de toxicidade suportados pelos peixe, visto
que a concentracdo letal média desses compostos para o acard bandeira ndo dao
margem de seguranca para efetuar o tratamento.

Doses letais e subletais de ivermectina causam alteracdes hepaticas em
Pterophyllum scalare.

O incremento de temperatura pode ser utilizado eficientemente no controle
das metacercarias encistadas nas nadadeiras dos peixes na forma de lavagem das
nadadeiras com agua previamente aquecida a 39°C, todavia, 0 aumento gradativo

de temperatura ndo € capaz de promover a saida do parasita.
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