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Efeitos do tratamento com formalina e sulfato de
cobre sobre os parametros hematologicos e parasitos
monogenéticos em juvenis de Hemigrammus sp.
(Osteichthyes: Characidae)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficicia da formalina e sulfato de cobre no controle de monogenéticos em juvenis de
Hemigrammus sp e seu efeito na contagem diferencial de leucdcitos. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado
com 5 tratamentos ¢ 3 repeticoes. Todos os tratamentos tiveram duragdo de trés dias e corresponderam a: T'1, controle; T2
e T3 banho por imersao de uma hora em formalina, em duas concentragées uma de 0,25 ml e outra 0,1 ml formalina L''; o
T4, banho de 24 horas com 0,025 ml de formalina L''; e 0 T'5, banho de 24 horas com sulfato de cobre (0,3 mg L*). Apés o
periodo experimental observou-se que em T2 ocorreu 100% de mortalidade. O T3 e T'5 proporcionaram eficdcia de 100%,
porém os peixes apresentaram intoxicagio e mortalidades de 66 ¢ 80%, respectivamente. T4 apresentou eficicia de 77,7%
e diminuigio dos indices parasitolégicos: nimero total de parasitos de 11,39, intensidade média de infecgao de 3,242 ¢
prevaléncia de 47,1%. Quanto aos leucécitos observou-se que no T3, T4 ¢ T'5 ocorreram diferengas na proporcio de linfécitos,
mondcitos e neutréfilos em relagio ao controle. O CuSO, e a formalina reduzem a carga parasitdria, mas apresentaram-se
tdxicos nas maiores concentragdes.
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Evaluation of formalin and copper sulfate on monogenetic parasite
(Urocleidoides sp.) of Hemigrammus sp. (Osteichthyes: Characidae)
juveniles

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of formalin and copper sulphate to control monogeneans in juvenile
Hemigrammus sp and its effect on leukocyte count. We used a completely randomized design with five treatments and three
replications. All treatments lasted for three days and consisted of: T1, control; T2 and T3 immersion bath for one hour in
formalin, an of two concentrations of 0.25 ml formalin and the other 0.1 ml L''; the T4 bath for 24 hours with 0,025 ml of
formalin-L '; and T3, bath 24 hours with copper sulphate (0.3 mg L™'). After the experimental period was observed that T2,
100% mortality. The T3 and T5 provided 100% efficiency, however, fish presented mortalities and intoxication of the 66 and
80% respectively. T4 showed an efficacy of 77.7% and decrease in parasitological indices: total number of parasites of11, 3
+ 9, mean infection intensity of 3.2 + 2 and a prevalence of 47.1%. As the leukocytes was observed that at T3, T4 and T5
occurred differences in the proportion of lymphocytes, monocytes and neutrophils as compared to control. The CuSO, and
formalin reduce the parasite load, but presented to be toxic at higher concentrations.
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INTRODUCAO

O género Hemigrammus é amplamente distribuido
no Brasil, sendo encontrado geralmente em riachos e
apresentando habito alimentar onivoro (Casatti ez al. 2003;
Brandio-Gonsalvez et /. 2010). Na Amazdnia diversas
espécies desse género tem importincia econdmica como o H.
armstrongi, H. bleheri, H. erithrozonus, H. ocellifer, H. ulreyi
devido suas caracteristicas propicias para serem utilizados na
aquariofilia.

A cadeia de comercializagio dessas espécies apresenta
alguns gargalos, iniciando na fase de captura em que os
peixes sio mantidos em basquetas pldsticas nos barcos
de pescadores sem trocas de dgua e com alimentacio
inadequada, apds esse periodo os peixes sofrem problemas
relacionados com transporte ¢ qualidade de dgua nesses
recipientes e posteriormente ji nos entrepostos comerciais
onde comumente sio estocados antes da exportagio sio
armazenados em densidades elevadas e recebem tratamentos
preventivos inadequados (Torres ez a/. 2008).

Como esses manejos geram estresse nos peixes e
consequente diminuicio da resisténcia, muitas vezes ocorre
o aparecimento de surtos de doengas e parasitoses resultando
no desequilibrio da triade parasito-hospedeiro.

Assim, infesta¢des por parasitas monogenéticos caracterizados
por serem monoxémicos (Garcia er al. 2003) e apresentar
infestacoes que resultam em lesdes que sdo portas de entrada
para bactérias e fungos tem potencial para gerar grandes perdas
econdmicas. Todavia, pouco se sabe sobre as relagoes entre os
helmintos monogendides e peixes ornamentais (Garcia ez al.

2003).

Quando se considera os principais produtos quimicos
utilizados no controle e prevengio da reproducio desses
parasitos merece destaque a formalina e o sulfato de cobre
(Martins 2004; Tavares-Dias ez al. 2002). Podendo ser aplicado
nas formas de banho, de longa ou de curta duragao. Porém,
para peixes tropicais a informagio da duragio destes banhos
ainda ¢ escassa podendo ser citado Araujo ez al. (2004).

Estudos demonstraram efeitos téxicos do formol em
peixes, como agressio do epitélio branquial (Martins 2004),
também h4 relatos que a toxicidade aumenta com a elevagao
da temperatura da dgua (Carraschi ez a/. 2011) sendo esta
afirmacio muito importante para a realiza¢o de tratamentos
em peixes tropicais. Para o sulfato de cobre ¢ reportado
que o mesmo ¢ téxico em dgua com baixa dureza e seu uso
prolongado pode deixar os peixes debilitados (Bassleer 2011)
além de que no ambiente natural j4 ocorrem problemas
relacionados com o aumento da sua concentragio nos corpos
de dgua ocasionando efeitos téxicos nos organismos aqudticos
(Mazon et al. 2002).

Efeitos do tratamento com formalina e sulfato de cobre sobre os pardmetros hematoldgicos
e parasitos monogenéticos em juvenis de Hemigrammus sp. (Osteichthyes: Characidae)

Diante desse quadro, a utilizagio de uma ferramenta
que possibilite diagnosticar a higidez dos peixes durante a
realizacdo dos tratamentos preventivos com essas substincias
¢ importante para avaliar o uso adequado destes produtos.
Assim, o monitoramento das respostas hematoldgicas se
apresenta como uma alternativa, pois, Jung ez al. (2003)
afirmaram que os valores sanguineos demostram a toxicidade
de um produto quimico. Porém, nio existe uma padronizagio,
para os peixes tropicais, do quadro hematolégico o que
dificulta a interpretacio de resultados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a infestagdo parasitdria
de monogenéticos branquiais e contagem diferencial de
leucécitos do peixe ornamental Hemigrammaus sp. submetidos
a diferentes tratamentos com formalina (37%) e sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO, 5H,0) como subsidio para

manejo de exportacio de peixes ornamentais.

MATERIAL E METODOS

O Experimento foi realizado na Universidade Federal
do Pard no campus de Braganca, no Laboratério de
Ictioparasitologia e Piscicultura da UFPA. Foram coletados
200 peixes jovens Hemigrammus sp, provenientes do Rio
Chumucui, Braganga, Pard, Brasil (01°05°50”S e 46°47°33”W)
transportados até o laboratdrio (6 km do local de coleta) e
distribuidos em duas caixas de 500 litros, onde permaneceram
em aclimatagio durante 10 dias. Nas caixas havia aeragao
constante e a troca de 30% da 4gua foi realizada todos os dias.
Os peixes foram alimentados com ragio comercial extrusada
Poytara com pellets de 2mm (28 PB) todos os dias de manha
e a tarde.

Apés o periodo de aclimatagio os peixes foram distribuidos
em 15 recipientes contendo 3 litros de dgua, na densidade
de 5 peixes por recipiente (peso vivo médio de 0,4 g), com
aeragdo constante. O experimento foi conduzido em um
sistema estdtico. Durante o experimento os peixes nio foram
alimentados e foram registradas as mortalidades, sendo
realizada no fim do experimento a determinagio da taxa de
mortalidade. Os parimetros de d4gua como o pH, temperatura
(YSI 60) e oxigénio dissolvido (YSI 550A) foram monitorados
diariamente).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
com 5 tratamentos e trés repetices. Os tratamentos foram
denominados de: T1, tratamento controle; T2, banho com
dura¢io de uma hora na concentragio de 0,25 ml de formalina
L de dgua, repetido diariamente, por trés dias; T3, banhos
com duragio de uma hora na concentragio de 0,1 ml de
formalina L', repetido diariamente, por 3 dias; T4, banhos
de 24 horas na concentra¢io de 0,025 ml de formalina L'! de
dgua por 3 dias e T'5, banho de 24 horas com solugao de sulfato
de cobre na concentragio de 0,3 mg L por 3 dias. A cada
término de banho, a d4gua era retirada e renovada com dgua
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sem produtos, sendo que no controle o mesmo procedimento
foi realizado Apresentar a composi¢ao e férmula quimica da
formalina (37%, H,CO) e sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO, 5H,0).

Apés o término do experimento, uma amostra de 33%
dos peixes de cada tratamento foi submetida a contagem de
parasitos e a obten¢io do sangue. Os peixes foram sacrificados
por comogio cerebral e o sangue, devido ao pequeno tamanho
dos peixes, foi coletado por corte da nadadeira caudal para
confecgio da extensdo sanguinea seguido de coloragio com
Rosenfeld para a contagem diferencial de leucécitos, contudo,
devido ao pequeno tamanho dos peixes e a quantidade
insuficiente de sangue colhido, somente foi possivel avaliar
a proporg¢io percentual dos diferentes tipos de leucécitos
circulantes pelo método indireto em extensio sanguinea .

Para a andlise parasitolégica apds essa etapa as brinquias
foram retiradas, separou-se os arcos para observd-los entre
lAmina-lAmina e entdo contar os monogenéticos iz loco e
posteriormente preservi-los em formol 10%.

Apéds a obten¢do do nimero de parasitos por peixe,
foram calculados a eficdcia dos produtos testados [(ntimero
de parasitos no tratamento/ntimero de parasitos no controle)
x 100] e os indices parasitoldgicos de prevaléncia [(nimero
de peixes infectados/ntimero de peixes examinados) x 100)]
e intensidade média (ndmero total de parasitos/ niimero de
peixes parasitados), segundo Bush ez 4/ (1997).

Efeitos do tratamento com formalina e sulfato de cobre sobre os parametros hematoldgicos
e parasitos monogenéticos em juvenis de Hemigrammus sp. (Osteichthyes: Characidae)

De posse dos dados estes foram submetidos a analise de
varidncia (ANOVA), sendo F significativo foi realizado o teste
de Tukey (5% de probabilidade) para comparacio das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento foram monitorados os parimetros
doce d4gua, pH: 7,22 + 0, 16, oxigénio dissolvido: 6,87 + 0,56
mg L' e temperatura: 29,3 °C + 0,58. Nao sendo esses valores
prejudiciais aos peixes (Baldisseroto 2002).

No final do experimento observou-se que o T2 foi téxico
para os peixes ocasionando mortalidade de 100% do lote. De
maneira geral, o manejo de troca de 4gua pode ter provocado
elevado estresse, pois nota-se mortalidade relativamente

7

elevada, inclusive no controle. Contudo, esse ¢ o manejo
realizado comumente pelos envolvidos na comercializagio de
peixes ornamentais quando se realiza banhos terapéuticos. No

T4 observou-se a menor mortalidade (33%).

Os peixes do controle (T1) apresentaram os maiores
indices parasitoldgicos (p<0,05): que associada ao estresse de
manejo, ocasionou mortalidades de até 40%. Os tratamentos
T3 eT5 proporcionaram eficicia de 100% contra os parasitos,
porém também foram tdéxicos com mortalidades de 66,6%
e 80% respectivamente. Em T4 foram obtidos resultados
intermedidrios com eficdcia de 77,7%, redugao do numero
total de parasitas (11,3+ 9) e da prevaléncia (47,1%) e como
citado anteriormente menor mortalidade. (Figura 1).
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Figura 1 - Valores médios dos indices parasitologicos e da mortalidade dos peixes submetidos aos banhos com formalina e sulfato de cobre. A: numero
total de parasitos encontrados; B: taxa de mortalidade em %; C: prevaléncia em % e D: intensidade média de parasitos expressa em parasitos/peixe infectado.
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O T2 com 0,25 ml de formalina L foi téxico para os
peixes ocasionando mortalidade de 100%, impedindo a andlise
da contagem diferencial de leucdcitos neste tratamento. Nos
demais tratamentos, apds a contagem de leucdcitos verificou-
se a auséncia de baséfilos e que as quantidades de leucécitos
granulares PAS positivos nio se alteraram em relacio ao
controle. Porém, pdde-se observar que houve linfocitopenia,
monocitose e neutrofilia no T4 (0,025 ml de formol L)
em relacio ao controle (p<0,05), causado pela presenca da
formalina na dgua durante 24 horas. Inversamente no T5
(0,3mg sulfato de cobre L) ¢ no T3 (0,1 ml de formol L)
houve linfocitose ¢ monocitopenia em relagio ao controle.
(Figura 2).

A sobrevivéncia no controle e no T4 foi de 40% e 33%, o
que indica que os peixes selvagens capturados foram sensiveis
ao manejo utilizado, indicando que outras préticas de manejo
devem ser adotadas pelos produtores e/ou pesquisadores que
realizam tratamento nessa espécie, uma vez que 0 manejo por
si s6 contribui para elevadas taxas de mortalidade.

Segundo Gandara ez al. (2002) o uso da formalina ¢
amplamente discutido na literatura e sua toxicidade varia de

Efeitos do tratamento com formalina e sulfato de cobre sobre os pardmetros hematoldgicos
e parasitos monogenéticos em juvenis de Hemigrammus sp. (Osteichthyes: Characidae)

anteriormente ao tratamento é importante para a reposta ao
tratamento, pois, peixes parasitados ou peixes desnutridos
podem ser mais sensiveis a0 tratamento com quimioterdpicos
e a0 manejo. Além disso, em peixes pertencentes a populagdes
naturais podem apresentar comportamentos fisioldgicos
distintos aos peixes oriundos de regiées impactadas ou
mantidos em confinamento (Santos e Tavares Dias 2010).

No peixe marinho Seriola dumerili, por exemplo,
a concentragio de 300mg L' de formalina nio causou
mortalidades e, segundo esses mesmos autores nio é restritivo
o uso da formalina de forma profildtica ou terapéutica para
essa espécie. No presente trabalho, utilizando concentragoes
semelhantes, pode-se observar que a formalina estressou os
peixes, apresentando-se téxico, provocando mortalidades
elevadas (100% e 66%) em banhos de curta duragio como
em T2 (0,25 ml L") ¢ T3 (0,1 ml L") respectivamente.

No caso de banhos de longa duragio (T4, 0,025ml
formol L") hd indicios de que os peixes exibiam um quadro
decorrente de estresse em funcio do aumento de neutréfilos
e diminuigao de linfécitos, resposta hematolégica tipico
de agentes estressores (Tavares-Dias er a/. 2001), apesar
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Figura 2 - Valores médios percentuais da contagem diferencial de leucdcitos dos juvenis de Hemigrammus sp. submetidos ao tratamento com formalina e
sulfato de cobre sendo A: linfocitos expressos em %; B: mondcitos em %; C: neutréfilos em % e D: eosindfilos em %.

espécie para espécie mesmo em condi¢des ambientais ideais de
cultivo, e que podem ocorrer riscos de mortalidades quando
este produto ¢ utilizado mesmo em doses terapéuticas. Além
disso, a condicdo sanitdria e nutricional a qual o peixe estd

desse tratamento nao apresentar mortalidade superior ao

controle (33%).

O estresse de manejo, associado a presenga dos parasitos
e a presenca do quimioterdpico possivelmente tenham
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desencadeado a sindrome geral de adaptacio que segundo
Rotlland e Tort (1997) pode ser divididas em trés etapas,
sendo a ultima a fase de exaustio onde o organismo perde a
homeostase e sucumbe ao agente estressor podendo levar a
surtos de doengas e até mesmo a morte, o0 que provavelmente
ocorreu pronunciadamente com os peixes submetidos aos
tratamentos que receberam as maiores concentragées dos
quimioterdpicos testados (Figura. 1).

Jung er al. (2003) nao observaram alteragées no quadro
leucocitdrio do linguado (Paralichthys olivaceus) quando
este foi submetido a banhos de uma hora com diferentes
concentragdes de formalina (0,1, 0,2 e 0,3 ml L), porém
observou que o formol pode causar inibi¢ao na transferéncia de
oxigénio do sangue e danos no figado e rim quando estes foram
submetidos a banhos de curta duracio. Para larvas de trairao
(Hoplias lacerdae) a formalina foi considerada moderadamente
téxica com concentragao letal (CL, ) em 96 horas de 0,2 ml L
e em concentragdes de 0,1 20,2 ml L. O figado destes peixes
apresentaram desarranjo cordonal, fusao celular e congestao
dos sinusoides (Cruz et al., 2005). Assim, pode-se inferir que
além de estressor o formol pode ter causado alteragoes graves
em orgaos dos Hemigrammus sp., comprometendo a sanidade
dos peixes do presente trabalho, causando as mortalidades.

Segundo Martins (2004), o formaldeido a 37% pode
ser utilizado na forma de banho de curta duracio (até 60
min) na concentragio de 0,15 a 0,25 ml L'! e em banhos de
longa duracio (24 h) na concentragio de 0,010 a 0,015 ml
L. Porém para a espécie Hemigrammus sp capturados na
natureza, o banho com formalina durante 60 min na mesma
concentragio, citada pelo autor, mostrou-se téxica em fungao
da mortalidade de 100%. Isso pode ter ocorrido pelo fato dos
peixes selvagens serem mais susceptiveis ao estresse ¢ menos
rasticos do que os de cultivo.

Segundo Rotlland ez al. (1997) o Pagrus pagrus capturado
na natureza apresentou aumento no nivel de cortisol
plasmdtico quando mantidos em alta densidade de estocagem.
Dessa forma cuidados maiores devem ser realizados na
estocagem e no tratamento de peixes nativos selvagens para
exportacio, pois, a resposta ao estresse se torna mais acentuada
e a adaptagio a nova condigio fica comprometida.

Segundo Cruz ez al. (2005) testes preliminares sio essenciais
anteriormente ao tratamento definitivo com a formalina
devido a sua toxicidade. Isso ocorre devido a variagio muito
grande em relacio A concentragio recomendada por diversos

autores, j4 que hd uma variagio em relagio a CL, e também 2

50
uma variacio da toxicidade em relagao ao grau de parasitismo

em que os peixes se encontram.
Quanto ao banho empregado de sulfato de cobre houve

um pequeno aumento significativo nos valores de linfécitos
e uma reducio nos valores de neutréfilos e mondcitos de

Efeitos do tratamento com formalina e sulfato de cobre sobre os parametros hematoldgicos
e parasitos monogenéticos em juvenis de Hemigrammus sp. (Osteichthyes: Characidae)

Hemigrammus sp (Figura 1). Segundo Tavares-Dias ez al.
(2002) consiste em resposta a alta atividade migratdria e
fagociticas destas células até os locais que foram afetados pelo
cobre como, brinquias, figado e rim. Além do que a adicio
de metais na 4gua pode reduzir as respostas imunes dos peixes
devido ao seu efeito estressante, atuando sobre a liberagao
de corticosterdide e catecolaminas, tornando os peixes mais
susceptiveis a infec¢oes.

Tavares-Dias ez al. (2001) afirmaram que diversos
autores demonstraram neutrofilia, em peixes estressados,
acompanhando a linfocitopenia. Mazon er al. (2002) em
exposic¢io aguda ao sulfato de cobre ndo encontrou diminuigio
no ntmero de linfécitos em Prochilodus scrofa exposto ao
cobre, mas observaram aumento no de neutréfilos quando os
peixes foram expostos a 96 horas em solucio com 20-29 pg
de Cu L. Além disso, nao observou alteracées nos valores de
mondcitos corroborando com Fujimoto ez al. (2009). Esses
autores nio verificaram diferenca nos valores de mondcito
em peixes parasitados e nio parasitados, contrariamente ao
observado no presente estudo.

Essas variacoes podem ocorrer devido a concentragio
testada e o grau de dano que o cobre causa aos 6rgaos, pois,
a alteracao nos valores de leucécitos varia de acordo com a
migracdo das células do vaso para o tecido lesado, além disso
uma lesao em 6rgaos hematopoéticos também pode alterar
esse quadro (Mazon ez al., 2002; Tavares-Dias ez al., 2002).

Tavares-Dias ez al. (2002) estudaram a hematologia de
pacus (Piaractus mesopotamicus) submetidos a banhos de
sulfato de cobre por 24 horas em duas aplicagoes intermitentes
e observaram que 24 horas depois do tltimo banho houve
diminui¢io do nimero de neutréfilos, quando expostos
a concentragio de 0,5 mg L, porém os autores relataram
diminuicio no niimero de linfécitos aos 8 dias ap6s a exposi¢ao
ao produto.

CONCLUSOES

O sulfato de cobre e a formalina, reduzem a carga
parasitdria, mas foram tdxicos nas maiores concentragdes.
Banhos de 24 horas com formalina seriam mais indicados,
porém outras concentragoes devem ser testadas para peixes
nativos e selvagens como o Hemmigramus sp. A duragao dos
banhos influenciou na propor¢ao dos leucécitos sendo que
mesmo em dosagens baixas recomendadas a formalina parece
ter comprometido a sadde dos peixes.
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