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RESUMO

DOSES LETAIS DE VERDE MALAQUITA UTILIZADO EM (Poecilia
reticulata)

Estudos com medicamentos e tratamentos para peixes ornamentais ainda séo
incipientes, nesse sentido este trabalho teve como objetivo analisar as doses letais do
verde malaquita, medicamento este, utilizado para tratamento de doengas de peixes
ornamentais. Os testes foram realizados com 80 individuos de (Poecilia reticulata), os
peixes foram distribuidos em 20 aquéarios de 3L, com aeracdo constante. Foram
utilizados 5 tratamentos com 4 repeticdes. Medindo sucessivamente as doses de 0,0
mg/L, 0,6 mg/L, 1,2 mg/L, 1,8 mg/L e 2,4mg/L. Posteriormente, avaliou-se, por 96
horas, 0 comportamento e a mortalidade dos animais, assim como 0s parametros de
qualidade de agua. A andlise dos resultados demonstraram que, quando expostos ao
verde de malaquita, os animais que estavam acondicionados na dose igual ou superior a
1,2 mg/ L perdiam o senso de direcdo e em pouco tempo morriam. Ocorrendo
mortalidade de 50% para 0,6mg/L, 100% para 1,2 mg/L, 93,75% para 1,8 mg/L e 100%
para 2,4 mg/L. As primeiras mortalidades iniciaram 40 minutos ap6s o inicio do
experimento. Os valores dos parametros fisico-quimicos permaneceram nos niveis
adequados para o cultivo de peixes. Diante dos resultados apresentados, conclui-se que
0 medicamento verde malaquita utilizado nas doses experimentais acima de 1,2 mg/L de
verde malaquita aplicadas foram letais para esta espécie ap6s 96 horas e se obteve a DL
50% na concentracao de 0,6 mg/L.

Palavra-chave: medicamento, dose letal, peixe ornamental



ABSTRACT

LETHAL DOSES OF MALACHITE GREEN USED IN (Poecilia reticulata)

Studys with medicines and treatment for ornamental fishes are still incipients.
Accordingly to that, this labor aimed examining the malachite green's lethal doses,
which is being used for treatment of ornamental fishes deases. The tests were performed
with 80 subjects (Poecilia reticulata), the fishes were distributed in 20 water carriers 3L,
with constant aeration. Were used 5 treatments with 4 repetitions. Successively
measuring levels of 0,0 mg/L, 0,6 mg/L, 1,2 mg/L, 1,8 mg/L and 2,4 mg/L.
Subsequently, were analyzed for 96 hours, the animal's behavior and mortality, such as
water quality parameters. The results showed that, when exposed to malachite green, the
animals packed in doses equal or higher than 1,2 mg/L losing sense of direction and
quickly died. Occurring mortality of 50% to 0,6 mg/L, 100% to 1,2 mg/L, 93,75 to 1,8
mg/L and 100% to 2,4 mg/L. First mortalities were 40 minutes after the experiment
began. The values of physico-chemical parameters remained at appropriate levels for
fish farming. Presented the results, concludes that malachite green used in the
experimental drug doses above 1.2 mg / L of malachite green were applied lethal to this
species after 96 hours and the LD50 was obtained at a concentration of 0.6% mg / L.

Key-word: medicine, lethal dose, ornamental fish



SUMARIO

LN 2T0] 561070 I 6
2. OBIETIVOS ..ottt 10
2.1 OBJETIVO GERAL .....ooieeeeeeeeeeeeeee ettt 10
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot st esas st 10
3MATERIAL E METODOS .......oooviieeieeieeseseeseeseetessesiesessessssessssssasesss s, 11

4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......coeviiirieeiesere e, 14



1 INTRODUCAO

O Guppy (Reino: Animalia; Filo: Chordata; Classe: Actinopterygii; Ordem:
Ciprinodontiformes; Familia: Poeciliidae; Espécie: Poecilia reticulata), é encontrado
em agua doce e salobra do continente Americano, desde os Estados Unidos até a
Argentina (Reis et al., 2003). Na América do Sul pode ser encontrado também na
Venezuela, Barbados, Trinidad, norte do Brasil e as Guianas. Foi introduzido no Brasil
para o controle biologico de mosquitos, em razdo de seu habito alimentar larvofago
(KOHNEM, 1991).

Essa espécie € considerada onivora, alimentam-se de zooplancton, pequenos
insetos e detritos (Sakano & Iguchi, 2009). Possuem uma coloragdo ampla, com
diversos padrbes de cores adquiridas devido a processos de selecdo natural (Endler,
1980), fazendo com que esse peixe tenha alto valor comercial e seja preferido entre os
aquariofilistas. Segundo VAZZOLER (1996) e MAGURRAN, 1995 Poecilia reticulata
sdo viviparos com fecundacdo e o desenvolvimento interno, com relagdo de
dependéncia trofica entre o embrido e o corpo materno. Na espécie também é comum a
superfetacdo e com apenas uma unica cépula a fémea pode reproduzir de 3 a 7 vezes
(Vazzoler et. al, 1996; Rocha et al., 2010). Os machos amadurecem sexualmente em
dois meses e as fémeas, em trés (RIEHL e BAENSCH, 1991).

Apresentam boa tolerdncia a salinidade da &gua, porém necessitam de
temperaturas acima dos 23 °C e vegetacdo estatica para sua sobrevivéncia (SKELTON,
1993). Os parametros fisico-quimicos referentes a qualidade de &gua ideal para sua
criagdo variam de pH de 6,8 a 7,0 e temperatura de 23 a 28 °C (LIMA, 2003). A
temperatura maxima letal é de 32°C, j& que a partir desta temperatura ocorre a
deterioracdo das gonadas nas fémeas e a masculinizacdo dos sobreviventes, ocorrendo
numerosas mortalidades (Dzikowski et al., 2001). Segundo SVOBODOVA et al. (1983)
e KUMAR et al. (1995), Poecilia reticulata e utilizada em estudos de toxicidade, por se
adaptar a condicGes labotaroriais, sendo indicada, em APHA (1998), como organismo-
teste.

E importante destacar que cada espécie de peixe estd sujeita a doencas Gnicas.
(Alderson, 2004). O estresse é um dos principais fatores responsaveis pela ocorréncia de
doencas e mortalidade na aquicultura (Conte, 2004). As doencas mais comuns em

peixes sdo causadas por bactérias, fungos e parasitas (Alderson, 2004). Estes



microorganismos estdo presentes normalmente no ambiente aquatico e sdo geralmente
oportunistas As infeccdes micéticas em peixes dependem de varios fatores, como o
estado de salde dos animais, o tipo de fungo e o ambiente em que vivem (FIGUEIRA &
CECCARELLI, 1991). Os fungos parasitas variam conforme o grau de dano que
ocasionam a seus hospedeiros (BLACK, 2002). Dentre inUmeros parasitas temos o
Ichthyophthirius multifiliis como um dos principais agentes parasitoldgicos, ¢ um
protozoario ciliado patogénico que infecta peixes de agua doce, sendo considerado
protozodrio parasita mais patogénico para o0s peixes. Este determina alta taxa de
mortalidade causando grandes prejuizos aos produtores (PEREZ, 1998).

Os tratamentos mais utilizados para o controle de parasitas externos em varias
espécies de peixes sdao: o sal comum, o sulfato de cobre, 0 permanganato de potassio, o
verde de malaquita e a formalina, além da elevacdo da temperatura da agua para 32°C
(Singhal et al., 1986; Pavanelli et al., 1998; Schlenk et al., 1998; Kubitza, 1999).

Segundo SRIVASTAVA et al. (1995), o verde malaquita é utilizado para o
controle de parasitos, e como fungicida e bactericida para piscicultura (COSTA, 2009).
E um produto bastante eficaz no controle de muitos patdgenos e parasitos, no entanto
seu uso € muito difundido no controle do protozoéario Ichthyophthirius ou ictio e no
controle de fungos como a Saprolegnia (KUBITZA, F. & KUBITZA, L. M. M., 1998.

O uso do verde de malaquita apresentou resultado por autores que atestam sua
eficiéncia no controle do ictio em diversas espécies de peixes. Luchini (1988).

Segundo POE & WILSON (1983), o verde de malaquita € eficaz na
concentracdo 0,1 mg/L, no controle do ictio em jundia, porém o uso deste produto em
peixes destinados ao consumo humano é proibido. Segundo BILLS et al. (1977) o
verde malaquita é considerado tdxico para bagres.

Segundo Pavanelli et al. (2002), no Brasil, séo raros os estudos realizados com o
objetivo de se testar a eficacia de drogas utilizadas no combate as doencas de peixes. De
acordo com MARTINS (2004), o ideal seria que o produto quimico utilizado na
aquicultura apresentasse caracteristicas, tais como, a auséncia de danos ao tecido
animal, degradac&o rapida, inexisténcia de residuo na agua, no substrato ou no tecido do
animal, ndo interferir na qualidade da agua, ndo oferecer perigo aos humanos e animais,
baixo custo e facil aplicacdo. Concentraces utilizadas nos tratamentos de alguns
parasitas, geralmente sdo proximas da concentracdo letal, devendo-se avaliar o efeito
fisiologico de tais tratamentos (ARAUJO, et al., 1997).



A maioria dos produtos utilizados para este fim sdo toxicos se administrados de
maneira incorreta ou indiscriminada. Existindo, portanto, a necessidade de estudos para
a comprovacao da eficacia dos medicamentos utilizados na profilaxia que validem o
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos peixes ap0s o tratamento (MARTINS, 2004). A
preocupacdo sobre a prevencdo de doencas mobilizou varios pesquisadores a buscar
medidas profilaticas (ROBERTS, 1981). A profilaxia corresponde a um manejo
adequado em peixes, isto €, eliminacdo de animais infectados, isolamento, limpeza do
local contribuem para que a enfermidade ndo se instale (Schubert, 1966). Pois
infestacdes podem deixar 0s peixes mais susceptiveis a outras doencas, podendo levar a
mortalidade, caso ndo sejam feitos manejo e profilaxia adequados (Pavanelli et al.,
2002). A profilaxia é também, uma forma de eliminar microcrustaceos que atuam como
hospedeiros intermediarios que estejam presentes no meio aquatico (Pavanelli et al.,
2002).

Segundo LOMBARDI (2004), nos testes de toxicidade aguda ocorrem respostas
rapidas na estimativa de efeitos letais de um agente toxico com relacdo a organismos
aquaticos, sendo normalmente a letalidade ou a imobilidade os efeitos mais comuns
(RAND & PETROCELLLI, 1985). Estes testes sdo utilizados para avaliar a capacidade
do agente toxico em produzir efeitos deletérios nos organismos vivos (CETESB, 1999).
Estes testes caracterizam-se pelo curto tempo de exposicdo (24 a 96 horas) a
concentracdes geralmente altas de determinada substdncia quimica. Os critérios
avaliados sdo mortalidade, imobilidade ou crescimento, utilizando-se geralmente a
concentracdo letal Média (CL50), isto €, aquela em que metade dos individuos morre
depois de um determinado tempo de exposi¢do ao agente (RANZANI-PAIVA, 2004;
COSTA & OLIVI, 2008). A Dose Letal 50% de uma substancia expressa grau de
toxicidade aguda de substancias quimicas, correspondem as doses que provavelmente
matam 50% dos animais de um lote utilizados para experiéncia. As doses letais para 0s
peixes ficam muito proximas das doses terapéuticas (Kubitza e Kubitza, 1999).

Segundo Lombardi (2004), os testes de toxicidade aguda sédo experimentos de
curta duragdo, que proporcionam répidas respostas em estudos sobre efeitos toxicos
letais, sdo utilizados para avaliar a capacidade do agente toxico em produzir efeitos
deletérios nos organismos vivos (CETESB, 1999). Portanto estes testes sdo importantes
antes de qualquer tipo de tratamento, porque alguns produtos apresentam concentragdo

proxima da letal e a tolerancia a alguns produtos depende da condi¢do em que se



procede o tratamento (FAJER-AVILA et al. 2003). Para peixes ornamentais a maioria
de informacdes sobre medicamentos, doses e tratamentos sdo divulgadas em foruns e
pela internet, dessa forma observa-se poucos trabalhos cientificos nessa area, dessa
forma se torna necessario e importante que seja estabelecido as doses letais e as
recomendacdes para 0s principais medicamentos e sua relacdo com as diversas espécies

de peixes ornamentais, uma vez que a resposta € especifica por espécie.



10

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo analisar as doses letais do verde malaquita em

Guppys (Poecilia reticulata), por meio de banhos profilaticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as concentrac@es letais médias das DL - 50% de verde malaquita em

Guppys (Poecilia reticulata) como organismo-teste.

Definir a dosagem segura para ser utilizada na espécie testada
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3 MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi feito um teste, em um ensaio preliminar, onde se verificou que
na concentracao de 2,4mg/L a mortalidade foi de 100%. Por essa razéo as concentracfes
deveriam ser menores para achar a DL 50%, entdo foram adotados um intervalo entre
0,6 a 2,4 mg/L de verde malaquita.

Foram utilizados 80 individuos de Poecilia reticulata, originados de
cruzamentos realizados no proprio Laboratorio. Inicialmente os individuos foram
coletados e anestesiados (6leo de cravo) com concentracdo de (0,125 mg/l) a fim de se
obter o peso inicial e 0 comprimento total e padrdo. O 6leo de cravo destaca-se por ser
um produto natural, efetivo, de baixo custo, seguro e de facil acesso (INOUE et al.
2003).

Com relacdo ao peso, comprimento total e padrdo ndo apresentaram diferenca

estatistica (Quadro 1).

Quadro 1. Valores médios (+ desvio padrdo) do peso, comprimento total e

padrdo dos Guppys.
Peso Compriment Compriment
o Total 0 Padréo
Tratamentos 0,345 + 0,05 33,57 +1,22 2542 +1,21

Apds este procedimento os animais foram distribuidos em 20 aquarios (4 peixes
em cada) com capacidade para 3 litros. O experimento foi dividido em 4 tratamentos
com 4 repeticGes e controle (auséncia de medicamento). O verde malaquita foi diluido e
distribuido nos aquarios nas doses experimentais 0,0 mg/ L, 0,6 mg/L, 1,2 mg/L, 1,8
mg/L e 2,4 mg/L.(Figura 1). Segundo Pavanelli et al. (2002), os banhos devem
acontecer em reservatorios apropriados, com a finalidade de suprir a dosagem correta do

produto a ser utilizado.




Figura 1. Bateria de teste com concentragdes de verde malaquita
(0,0mg/L, 0,6mg/L,1,8mg/L, 1,2mg/L e 2,4mg/L respectivamente).

12
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Os parametros fisico-quimicos da agua foram obtidos através de equipamentos
especificos (Figura 2).

Figura 2. pHmetro, termdmetro, condutivimetro, turbidimetro e oximetro.

Termometro

Turbidimetro

O experimento foi realizado durante 96 horas, observando-se a mortalidade e
retirando 0s peixes mortos para realizar a biometria (peso, comprimento). Efetuou-se o
experimento com sistema de realizagdo estatico (sem renovacdo de agua), conforme

recomendado em IBAMA (1987), e com aeragéo e temperatura constantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de exposicdo ao verde malaquita, as porcentagens de
mortalidade para Poecilia reticulata foram diretamente relacionadas com as
concentracdes de verde malaquita, sendo que o indice foi maior nas primeiras 24 horas
de exposicdo (Quadro 2). Resultados semelhantes foram observados por SILVA et al.
(2006), apds exposicdo aguda (96 horas) de permanganato de potdssio em Colossoma
macropomum. O que foi corroborado por MARKING e BILLS (1975), em que a
toxicidade do KMnO4, para dez espécies de peixes, mudou pouco apds 24 horas de

exposicao.

Quadro 2. Mortalidade acumulada (%) em Guppy, Poecilia reticulata em funcdo do
tempo no teste de toxicidade aguda com verde malaquita.

Tratamentos | Mortalidade | Mortalidade | Mortalidade | Mortalidade | Mortalidade
(%) 24h (%) 48h (%) 72h (%) 96h (%) apds

96h

Controle 0% 0% 0% 0% 0%

0,6 mg/L 31,25% 0% 12,5% 6,25% 50%

1,2mg/L 100% 0% 0% 0% 100%

1,8 mg/L 93,75% 0% 0% 0% 93,75%

2,4 mg/L 100% 0% 0% 0% 100%

Os resultados indicam que as concentracdes de 1,2 mg/L, 1,8mg/L e 2,4 mg/L
apresentaram elevada toxicidade, apds 24 horas. No tratamento com 0,6 mg/L de verde
malaquita, a maior mortalidade também ocorreu em 24 horas. Ap0s 72 horas de
exposicdo na concentracdo de 0,6 mg/L, tivemos uma mortalidade de 12,5%. E no final
do periodo de exposicdo com 96h ocorreu uma mortalidade 6,25% dos animais
acondicionados a concentracdo de 0,6 mg/L.

Ao fim do experimento foi observado que dos 16 peixes expostos na
concentracdo 0,6 mg/L morreram 8 peixes (50%), na concentracdo de 1,2 mg/L e 2,4
mg/L morreram todos (100%), na concentracdo de 1,8 mg/L morreram 15 dos 16
peixes, 0 que representa (93,75%) e no controle ndo foi observado mortalidades .

Durante todo o periodo experimental, os parametros fisicos e quimicos da agua,

tais como oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica, pH e turbidez, ndo
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apresentaram diferencas significas (p>0,05) entre os tratamentos (Quadro 3). Pois a

temperatura permaneceu dentro da faixa esperada 23 a 28 °C (LIMA, 2003). E esta

espécie é resistente quanto a variagdes nos parametros de qualidade de agua, sendo

capaz de viver em condi¢des variadas desde que os parametros sejam mantidos estaveis
(Alcon, 2004a).

Quadro 3. Valores médios (+ desvio padrdo) das varidveis de qualidade da &gua dos

aquaérios, obtidos durante o experimento.

Tratamentos pH Temperatura | Condutividade | Turbidez Oxigénio
da agua (°C) (S/cm) (NTU) Dissolvido
(mg/L)
Controle 8,78+0,02 | 255+0,87 | 849,7+23,71 |056+0,12 |7,38+£0,19
0,6 mg/L 8,83+0,04 |251+1,03 |8198+2210 |0,64+0,17 |7,56+0,18
1,2 mg/L 8,83+0,04 | 252+1,01 |8383+889 |0,76+0,30 | 8,18+0,49
1,8 mg/L 8,65+ 0,07 | 26,05+1,04 | 832 +9,32 0,52+0,19 |7,96+0,47
2,4 mg/L 8,64+0,10 | 262+108 |8454+354 |052+0,15 |8,32+0,58

Na producéo de guppys, a utilizacdo do verde malaquita vem sendo utilizados de

forma indiscrimada, sem embasamento cientifico e dessa forma é importante verificar as

doses letais deste medicamento evitando assim a mortalidade de peixes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas DL 50 %, sdo estabelecidas classes toxicol6gicas de produtos
quimicos e critérios que avaliam se uma substancia oferece risco ou perigo para um
determinado sistema biologico, para um determinado individuo. Este estudo ressalta a
importancia do uso da investigagdo deste medicamento utilizado para banhos
profilaticos. Diante dos resultados apresentados, conclui-se que o medicamento verde
malaquita utilizado nas doses experimentais 1,2 mg/L, 1,8 mg/L e 2,4 mg/L de verde
malaquita aplicadas foram letais para esta espécie ap6s 96 horas e a DL 50% encontrada
foi na concentracdo de 0,6 mg/L. Verificando que a dosagem ideal para tratamentos
utilizados para Poecilia reticulata encontra-se abaixo de 0,6 mg/L.
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