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RESUMO GERAL /

Na aquicultura, assim como nas outras atividades agropecuarias, o uso de medicamentos
veterindrios ¢ uma importante ferramenta para assegurar a alta produtividade nos sistemas
de produgdo intensiva. No entanto, devido a falta de legislacdo especifica e a baixa
disponibilidade de medicamentos veterinarios regulamentados para uso na aquicultura no
Brasil, existem problemas decorrentes do uso de substancias ilicitas nesta atividade. Verde
de malaquita é um corante toxico, ilegalmente utilizado na aquicultura como agente
antimicrobiano e antiparasitario, devido a sua capacidade de inibir ectoparasitas e fungos
em ovos de peixes, alevinos e peixes adultos. Decorrente desse uso, residuos de verde de
malaquita (MG) e seu produto de biotransformagéo, verde de leucomalaquita (LMG),
podem estar presentes em peixes disponiveis ao consumidor. A presenca desses residuos
representa riscos a saude humana devido a toxicidade, assim como potencial impacto
ambiental e constitui entraves a exportagdo. O conhecimento da dimensédo da exposi¢do da
populagio a residuos desses compostos € de fundamental importdncia para direcionar as
acdes de vigilancia sanitaria, visando a protegdo do consumidor. Para isto, ¢ fundamental a
disponibilidade de métodos de analise que apresentem seletividade e detectabilidade
adequadas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver ¢ validar um método analitico, por
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS), para a
determinacdo de residuos de MG e LMG em filés de peixes. No desenvolvimento do
método analitico foi avaliado o método de extragio QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) na etapa de preparo de amostras, sendo que algumas etapas do
procedimento de extragdo foram otimizadas a partir de um planejamento experimental por
Delineamento Composto Central. Na validagdo analitica, os seguintes parametros foram
avaliados: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de decisio (CCa) e
capacidade de detecgdo (CCP). Os resultados do procedimento de validagdo demonstraram
que o método é adequado para a determinagao de residuos de MG e LMG em carne de
peixes, em niveis de concentracao inferiores ao Limite Minimo de Desempenho Requerido
(LMDR) estabelecido para a soma dessas substancias (2 ng g’l). O método foi utilizado na
analise de amostras de tilapias (n = 20), comercializadas em Campinas, SP. Nenhuma das

amostras apresentou residuos de MG ou LMG em niveis detectaveis.
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SUMMARY /

In aquaculture, as well as in other livestock activities, the use of veterinary drugs is an
important tool to ensure high productivity in intensive production systems. However, due to
the lack of specific legislation and low commercial availability of regulated veterinary
drugs in Brazil, there are problems caused by the use of illegal substances in this activity.
Malachite green is a toxic dye, illegally used in aquaculture as antimicrobial and
antiparasitary agent, due to its capacity to inhibit ectoparasites and fungi in fish eggs,
fingerlings and adult fish. Because of this use, residues of malachite green (MG) and its
metabolite, leucomalachite green (LMG), might be present in fish available to consumers.
The presence of these residues in foods represents risks to human health due to their
toxicity, as well as potential environmental impact and originates difficulties to exportation.
The knowledge of the dimension of the population exposed to residues of these compounds
is of primordial importance to orientate the sanitary authority actions, aiming the consumer
protection. For this, it is fundamental the availability of analytical methods that present
appropriate selectivity and detectability. The aim of this work was to develop and validate
an analytical method, using liquid chromatography associated to spectrometry in tandem
masses (LC-MS/MS), for the determination of MG and LMG residues in fish fillet. In the
method development, the sample preparation step was studied applying the QuEChERS
extraction method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), and some steps of the
extraction procedure were optimized based on an experimental design. In the method
validation, the following parameters were evaluated: selectivity, linearity, accuracy,
precision, decision limit (CCa) and detection capability (CCB). The results demonstrated
the effectiveness of LC-MS/MS method for determination of MG and LMG residues in fish
meat, at concentration levels below the Minimum Limit of Required Performance (MRPL)
established for the sum of these substances (2 ng g). The method was used in the analysis
of samples of tilapia, marketed in Campinas, SP. None of the samples presented MG or

LMG residues at detectable levels.
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura no Brasil vem apresentando um desenvolvimento expressivo desde a
década de 90, com indices de crescimento superiores aos da pecudria e avicultura de corte
(DIEGUES, 2006; PASCHOAL, 2007). Para atingir alta produtividade, sdo empregados
sistemas de cultivo intensivo de peixes, que ocasionam maior susceptibilidade a doencas
causadas por virus, bactérias, fungos e parasitas (SANTOS, 2007).

A baixa disponibilidade de medicamentos veterindrios aprovados para uso na
aquicultura no Brasil conduz os piscicultores ao uso indiscriminado de diversas substancias
quimicas com atividade antimicrobiana como, por exemplo, o corante verde de malaquita
(MG) (CARNEIRO et al., 2005). Decorrente desse uso, residuos de MG e seu principal
produto de biotransformagdo, verde de leucomalaquita (LMG), podem estar presentes em
peixes disponiveis ao consumidor. A presenga desses residuos representa riscos a saude
humana devido a toxicidade, assim como potencial impacto ambiental e constitui entraves a
exportagido. Estudos clinicos e experimentais mostram que o corante MG atua como um
composto toxico multi-6rgaos, sendo relatados danos ao figado, bago, pulmdes, rim e
coracdo, além de efeitos teratogénicos e carcinogénicos em camundongos (CULP et al.,
2006; SRIVASTAVA et al., 2004).

Apesar da proibigdo de uso do MG na aquicultura em grande parte do mercado
consumidor mundial, representado principalmente pelos Estados Unidos, Japdo e Unido
Européia (LEM & KARUNASAGAR, 2007), a continuidade do uso dessa substancia na
aquicultura é provavel devido ao baixo custo e reconhecida eficacia. Frequentemente,
através de programas de monitoramento ¢ fiscalizagdo, diversos paises tém emitido
notificacdes e realizado embargos de importagoes devido a presenca de residuos de MG e
LMG em produtos da aquicultura. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, através do Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes,
monitora a presenga de residuos de MG em amostras de pescado e de camardo (BRASIL,
2009).

O conhecimento da dimenséo da exposi¢do da populagdo a residuos de MG e LMG

¢ de fundamental importancia para direcionar as agdes de vigilancia sanitdria, visando a



protegdo do consumidor. Para isto, ¢ fundamental a disponibilidade de métodos de analise
que apresentem seletividade e detectabilidade adequadas.

Diversos métodos analiticos para a determinagdo de residuos de MG e LMG tém
sido desenvolvidos, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia como técnica de
separa¢io, associada a detectores de arranjo de diodos e fluorescéncia ou ainda, associada a
espectrometria de massas (MS). Para a quantificacdo e confirmagao da identidade desses
residuos em matrizes complexas (como alimentos) sdo preferencialmente empregadas as
técnicas LC-MS/MS, reconhecidas as suas caracteristicas de alta seletividade e
detectabilidade. Na etapa de preparo de amostras, a maioria dos procedimentos de extragdo
envolve o uso de solucdes aquosas ou solventes organicos, seguida por diversas etapas de
limpeza do extrato. Alguns desses métodos apresentam desvantagens como o alto consumo
de solventes e reagentes, longo tempo de analise e custo elevado, tornando-os inadequados
para analises de rotina.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um método
analitico (LC-MS/MS), com extragdo pelo método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe), para a determinagdo de residuos de MG e LMG em peixes. O
método foi utilizado na anélise de amostras comercializadas em Campinas, SP.

O método analitico desenvolvido neste trabalho podera ser implementado por
laboratérios de analise de residuos e contaminantes, contribuindo para a expansdo dos
programas de controle e monitoramento estabelecidos pelos 6rgdos governamentais. Os
dados obtidos pela andlise de amostras disponiveis ao consumidor poderdo auxiliar as
agéncias de vigilancia sanitaria a avaliar o risco a saude humana decorrente da exposigao a

residuos de MG e LMG através da alimentag@o.
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CAPITULO1

CONSIDERACOES SOBRE O USO DE VERDE DE MALAQUITA NA
AQUICULTURA E ASPECTOS ANALITICOS PARA A
DETERMINACAO DE SEUS RESIDUOS EM PEIXES: UMA

REVISAO.

Este capitulo serd submetido para publicagdo na Revista Brasileira de Toxicologia.



Consideracdes sobre o uso de verde de malaquita na aquicultura e
aspectos analiticos para a determinagao de seus residuos em peixes: uma

revisao.

Resumo

A aquicultura no Brasil vem apresentando um desenvolvimento expressivo desde a
década de 90, com indices de crescimento superiores aos da pecudria e avicultura de corte.
Para atingir alta produtividade, sdo empregados sistemas de cultivo intensivo de peixes, que
podem ocasionar maior susceptibilidade a doengas causadas por virus, bactérias, fungos ¢
parasitas. A baixa disponibilidade de medicamentos veterinarios aprovados para uso na
aquicultura no Brasil conduz os piscicultores ao uso indiscriminado de diversas substancias
quimicas com atividade antimicrobiana como, por exemplo, o corante verde de malaquita.
Decorrente desse uso, residuos de verde de malaquita e de seu principal produto de
biotransformagao, verde de leucomalaquita, poderdo estar presentes em peixes disponiveis
a0 consumidor. A presenca desses residuos representa riscos a saude humana devido a
toxicidade dos compostos, assim como potencial impacto ambiental e entraves a
comercializa¢io no pais e & exportagao. Esta revisao tem por objetivo apresentar o contexto
e as evidéncias de uso de verde de malaquita na aquicultura, seus aspectos toxicologicos ¢
de legislagio. Uma revisdo dos métodos analiticos utilizados para a determinagdo de
residuos de verde de malaquita em peixes, com destaque para a cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas, também ¢ apresentada.

Palavras-chave: verde de malaquita, peixes, aquicultura, HPLC, espectrometria de massas.



Considerations about the use of malachite green on the aquaculture and

analytical aspects for the residues determination of its in fish: a review.

Abstract

Aquaculture in Brazil has shown a significant development since the 90s, with
growth rates higher than those of livestock and poultry production. To achieve high
productivity, intensive systems are used in fish farming, which can cause increased
susceptibility to diseases caused by viruses, bacteria, fungi and parasites. The low
availability of veterinary drugs approved for use in aquaculture in Brazil leads the farmers
to the indiscriminate use of various chemicals with antimicrobial activity, for example, the
malachite green dye. Arising from it use, residues of malachite green and its metabolite,
leucomalachite green, could be found in fish available to consumers. The presence of such
residues represents risks to human health due to the toxicity of those compounds, as well as
potential environmental impact and impediments to the product commercialization on the
national and international markets. The aim of this paper was to present a review about the
use of malachite green in aquaculture, its toxicological and regulatory aspects. A review of
the analytical methods that have been used to evaluate the presence of residues of malachite
green in fish, with emphasis in liquid chromatography and mass spectrometry, is also

presented.

Keywords: malachite green, fish, aquaculture, HPLC, mass spectrometry.



Introducao

O peixe constitui um alimento de facil digestibilidade e fonte de proteinas de alto
valor biologico, bem como, teores satisfatorios de gorduras insaturadas, de vitaminas A e D
¢ de minerais. No Brasil, o consumo de pescado ainda € pouco expressivo,
aproximadamente 6 kg/per capita/ano, muito inferior aos 36 kg/per capita/ano para a carne
bovina. Porém, nos tiltimos anos, verifica-se a procura por uma alimentagdo mais saudavel
pela populagio e o incentivo fornecido por programas governamentais para 0 aumento do
consumo de pescado e da produgdo de peixes em condigdes de cultivo (OSTRENSKY et
al., 2008; SOUZA, 2003).

O Brasil apresenta grande potencial para o desenvolvimento da aquicultura, mas
enfrenta o desafio de desenvolvé-la de forma sustentavel e com a qualidade exigida pelos
mercados interno e externo. Assim como em outras atividades de criagdo animal, o uso de
antimicrobianos na aquicultura é uma importante ferramenta para assegurar a alta
produtividade e sanidade. = No entanto, atualmente no Brasil, existe apenas um
medicamento veterinario regulamentado para uso na aquicultura, o que contribui para o uso
de substancias ilicitas nesta atividade. Entre as substancias utilizadas, podem ser citados
antimicrobianos destinados a outras espécies animais, agrotoxicos e corantes como o verde
de malaquita.

O verde de malaquita é absorvido pelos peixes e biotransformado a verde de
leucomalaquita, sendo que residuos de ambos sdo estaveis no ambiente e em carnes de
peixes, inclusive apos tratamento térmico (MITROWSKA et al., 2007; SRIVASTAVA et
al., 2004). A presenga desses residuos em peixes representa, portanto, riscos a saude
humana devido a toxicidade desses compostos, assim como potencial impacto ambiental e
barreira 4 exportagio, uma vez que seu uso € proibido em grande parte do mercado
consumidor mundial, representado principalmente pelos Estados Unidos, Japdo e Unido
Européia (LEM & KARUNASAGAR, 2007). Apesar disso, a continuidade do uso de verde
de malaquita na aquicultura é provével devido ao baixo custo e reconhecida eficécia
antimicrobiana e antiparasitaria.

O conhecimento da dimensdo da exposi¢do da populagdo a residuos desses
compostos é de fundamental importancia para direcionar as acdes de vigilancia sanitaria,

visando a prote¢io do consumidor. Para isto, ¢ importante realizar o monitoramento dos



residuos destas substancias em peixes através de métodos analiticos que apresentem
seletividade e detectabilidade adequadas. As determinagdes de residuos de verde de
malaquita em peixes sdo realizadas, principalmente, empregando-se a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Este trabalho tem
como objetivo apresentar o contexto ¢ as evidéncias do uso de verde de malaquita na
aquicultura, bem como os aspectos toxicoldgicos e de legislagdo envolvidos. Uma revisao
dos métodos analiticos descritos na literatura para a determinagdo de residuos de verde de

malaquita em peixes, com destaque para a LC-MS, também ¢ apresentada.

Aspectos econdmicos da aquicultura

A aquicultura é um dos sistemas de produgdo de alimentos que mais cresce no
mundo. Dados da Organizagio das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO)
para o periodo de 1984 a 1995, indicam que a producdo mundial aumentou numa propor¢ao
de cerca de 10% ao ano, passando de 10,4 milhdes para 27,8 milhdes de toneladas por ano.
Em termos de recursos financeiros gerados, a produgdo aquicola triplicou, passando de USS$
13.1 bilhdes em 1984, para US$ 39,8 bilhdes em 1994. Considerando-se o periodo de 1995
a 2005, a produgio total da aquicultura apresentou um crescimento anual médio de 7,3%,
com produgio de 48,1 milhdes de toneladas em 2005, equivalente a USS$ 70,9 bilhdes.
Deste total produzido, 89,7% provém da regido da Asia-Pacifico (67,3% da China), 4,2%
da Europa Ocidental e 2,9% da América Latina e Caribe (o Chile contribui com 1,5% da
produ¢do mundial) (DIEGUES, 2006; PASCHOAL, 2007). A Figura 1 mostra a evolugdo
da produgio e das receitas geradas pela aquicultura mundial no periodo de 1984 a 2004.

O Brasil ¢ o pais que apresenta o maior potencial do mundo para a produgdo de
pescado através da aquicultura, tendo em vista a vastiddo de seu territério, com mais de 2/3
ocupando a regiio tropical, além de recursos hidricos privilegiados, onde se destaca a bacia
amazonica responsavel por 20% da agua doce do mundo. Destacam-se também os cinco
milhoes de hectares de dguas represadas em agudes no Nordeste e reservatérios construidos
para a geracdo de energia hidroelétrica ou para abastecimento urbano e, também, os mais de
oito mil quilémetros de costa, que possibilitam uma enorme e variada atividade de

aquicultura de espécies marinhas (PASCHOAL, 2007). Atualmente, 0 Brasil ¢ o segundo



pais em importancia na produgdo aquicola na América do Sul, com taxas de crescimento
superiores a média mundial desde 1995. Comparada a outras atividades nacionais, a
aquicultura apresenta crescimento superior ao da pesca extrativa e se sobressai com relagdo
a produgdo de aves, sufnos e bovinos. Dados de 2004 indicam que a regido Sudeste
contribui com 7,8% da produgdo aquicola nacional, sendo o estado de Sdo Paulo
responsavel por 66,3% desta produgdo, principalmente pelo cultivo de tilapias e carpas
(OSTRENSKY et al., 2008). A Figura 2 mostra a evolug¢do da produgdo e das receitas

geradas pela aquicultura brasileira no periodo de 1984 a 2004.
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Figura 1. Evolugdo da produgdo e das receitas geradas pela aquicultura mundial
no periodo de 1984 a 2004,
Fonte: OSTRENSKY et al., 2008.
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A aquicultura tem desempenhado um papel cada vez mais importante na produgdo
de peixes, crusticeos e moluscos no Brasil. Esse aumento da participagdo da aquicultura
nesta producdo deve-se, em grande parte, a quase estagnacdo das capturas extrativas e a
investimentos em estruturas produtivas, sobretudo nas de cultivo de camardo para

exportagdo (DIEGUES, 2006).

A utilizaciio de verde de malaquita na aquicultura

Verde de malaquita ¢ um corante diaminotrifenilmetilénico, originalmente usado na
indstria téxtil, mas também amplamente utilizado na criagdo de peixes desde o micio da
década de 1930 (RUSHING & THOMPSON JR., 1997). A razdo para esta popularidade
deriva do amplo espectro de agdo antimicrobiana e eficacia na prevencdo e tratamento de
determinadas doengas de peixes (HALME et al., 2007).

O verde de malaquita é capaz de inibir ectoparasitas e o desenvolvimento de fungos
em ovos de peixes, alevinos e peixes adultos (WU et al., 2007), sendo prontamente
absorvido pelos peixes e metabolicamente reduzido ao composto ndo-polar e incolor verde
de leucomalaquita. A maior parte dos residuos de verde de malaquita em tecidos de peixes
estd, portanto, na forma de verde de leucomalaquita, o qual é acumulado nos tecidos
adiposos, sendo este o residuo marcador empregado para controle do uso ilegal desta
substancia (ARROYO et al., 2008; HERNANDO et al., 2006, SRIVASTAVA et al., 2004).
As estruturas quimicas do verde de malaquita e de seu produto de biotransformagdo sao

mostradas na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica de verde de malaquita (A) e verde de leucomalaquita (B).

A aquicultura brasileira é baseada principalmente em regimes semi-intensivos de
produgdo, sendo o cultivo de peixes realizado em viveiros escavados, onde os alevinos sao

estocados e alimentados com ragdo durante todo o periodo de cultivo. No entanto, ha uma
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tendéncia de intensificacdo das praticas de cultivo com o uso de gaiolas instaladas em
reservatorios e tanques, sendo a tilapia e o tambaqui as espécies mais cultivadas por esse
processo (DIEGUES, 2006). Um exemplo desse sistema de produgdo no Brasil € o cultivo
de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em tanques-rede (Figura 4), localizados em
grandes reservatorios, como os do Rio Sao Francisco, na regido Nordeste, ¢ do rio Tieté, na

regido Sudeste (OSTRENSKY et al., 2008).

Figura 4. Foto ilustrativa do sistema de cultivo em tanques-rede.
Fonte: OSTRENSKY et al., 2008.

Na piscicultura, as principais doencas reportadas sdo causadas por patogenos
facultativos, ou seja, doengas que se manifestam principalmente em peixes que sdo
submetidos a estresse cronico. As causas mais comuns de estresse, por sua vez, estdo
diretamente relacionadas com a adogdo de praticas de manejo inadequadas, com problemas
com a qualidade da 4gua e, por vezes, com a composicio da ragdo e com a sua capacidade
de satisfazer as exigéncias nutricionais dos peixes cultivados. Assim, ragdes de baixa
qualidade aumentam as chances de ocorréncia de doencas e mortalidade. Além disso, no
caso dos tanques-rede, a utilizagdo de densidades de peixes muito elevadas é outro fator
causador de estresse nesses sistemas de cultivo (OSTRENSKY et al., 2008). O estado de
estresse decorrente dessas condi¢des de cultivo ¢ caracterizado por modificagdes de
mecanismos bioquimicos, fisiologicos e comportamentais nos organismos, podendo ocorrer

aumento da susceptibilidade a processos infecciosos, causados por oportunistas patogénicos
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(virus, bactérias, fungos e parasitas), resultando em doengas e mortalidade (SANTOS,
2007).

Os parasitas sdo os agentes patogénicos mais estudados na piscicultura brasileira. As
branquias sdo os principais 6rgdos-alvo, nos quais ocorrem hemorragias e necroses, com
consequente diminui¢io da capacidade respiratéria e regulatoria. Infestagdes por
ectoparasitos metazoarios podem representar grandes perdas aos produtores, por reduzirem
a taxa de crescimento dos peixes, além de promoverem alteragdes hematologicas,
mudancas comportamentais e mortalidade, principalmente de alevinos e juvenis. Além
disso, no local onde o parasita penetra no corpo dos peixes hospedeiros, ocorre hemorragia
e inflamacdo com posterior necrose do tecido, facilitando o ataque por agentes infecciosos
secundarios (SANTOS, 2007).

Com relagdo aos parasitos de peixes de agua doce, a familia Lerneaidae, da
subclasse Copepoda, ¢ o grupo mais importante, em especial a espécie Lernaea cyprinacea
(OSTRENSKY et al., 2008). A importancia desse grupo se deve a ocorréncia em quase
todos os estados do Brasil, em vérias espécies de peixes tanto nos cultivos, quanto em
ambientes naturais. Entre as espécies de peixes sensiveis a Lernaea (Figura 5), encontram-
se a Cyprinus carpio (carpa comum) e a Oreochromis niloticus (tilapia), que correspondem
as duas espécies mais cultivadas na regido Sudeste do Brasil. A infestagdo por esses
parasitas causa grandes prejuizos ao cultivo de peixes, uma vez que os copépodos sdo
considerados parasitas verdadeiros, sendo que um pequeno nimero desses organismos pode
causar anomalia e sinais clinicos no hospedeiro. Um tnico exemplar pode ser letal se o
peixe for pequeno e os ganchos cefalicos penetrarem no cérebro ou em algum outro 0rgdo
vital. Nos locais de fixa¢do do parasito observa-se aumento da secregao de muco (pele,
nadadeira e branquias), inflamagdo, zonas hemorragicas e ulceradas. Perda de escamas ao
redor do parasito, perda do apetite e emagrecimento também sdo observados
(PIZZOLATTI, 2000) (Figura 6).

Além da Lernaea sp., outros crusticeos parasitas tém ameacado os cultivos
brasileiros, entre os quais destacam-se o copépodo Eragasilus sp. e os branquiuros Dolops

sp. e Argulus sp. (SANTOS, 2007).
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Figura 5. Foto ilustrativa de Lernaea sp.
Fonte: PIZZOLATTI, 2000.

Figura 6. Foto ilustrativa de peixe parasitado por Lernaca cyprinacca.
Fonte: PIZZOLATTI, 2000.

No Brasil, a dificuldade na prevengio e tratamento de doengas em peixes decorre da
falta de legislacio especifica e de medicamentos veterinarios aprovados para uso na
aquicultura. Em 2008, foi aprovado o primeiro, e tnico at¢ 0 momento, medicamento
destinado ao controle de infecgdes bacterianas em peixes, a base de florfenicol
(SCHERING, 2009). Esses fatores, associados a falta de informagdo cientifica sobre
tratamentos alternativos no controle de doengas em peixes, tém conduzido muitos
piscicultores ao uso indiscriminado de substéncias como o corante verde de malaquita,
mesmo cientes da sua periculosidade e restrigdo para peixes destinados ao consumo
humano (CARNEIRO et al., 2005).

Pavanelli (1998) citado por Pizzolatti (2000) ressalta que, no Brasil, s3o poucos 0s
estudos realizados com o objetivo de testar a eficacia e os efeitos secundarios de drogas
utilizadas no combate as doencas de peixes, principalmente no que se refere ao tratamento

de peixes de criagdo intensiva.
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Souza (2003) afirma que, no que diz respeito ao pescado de cultivo, torna-se cada
vez mais preocupante o uso indiscriminado de produtos quimicos para o controle de
parasitoses. Destaca, ainda, a possibilidade de acesso de qualquer pessoa a prescrigdes de
tratamentos com organofosforados, verde de malaquita e formalina, por exemplo, em
paginas da Internet.

Uma revisdo dos tratamentos terapéuticos que podem combater esses crusticeos
parasitas foi publicada por Pizzolatti (2000), a qual inclui o uso de substdncias como
agrotoxicos organofosforados, cloreto de sddio, permanganato de potassio, formalina e
oxalato de verde de malaquita. No entanto, existem duvidas a respeito da eficacia e
seguranca de uso dessas substancias, inclusive para os peixes tratados. Em relagdo ao uso
de oxalato de verde de malaquita, o autor esclarece que apesar de muito utilizado no
tratamento de doengas de peixes, o seu uso ¢é proibido pela Agéncia Norte-Americana para
o Controle de Drogas e Alimentos (US FDA), ndo sendo recomendado em peixes
destinados ao consumo humano devido a sua acgdo potencialmente cancerigena e

teratogénica.

Evidéncias do uso de verde de malaquita na aquicultura

Apesar da proibigdo de uso do verde de malaquita em cultivo de peixes destinados
a0 consumo humano, a continuidade de seu uso na aquicultura mundial tem sido relatada e
atribuida ao baixo custo, disponibilidade e reconhecida eficacia antimicrobiana e
antiparasitaria (HALME et al., 2007; HERNANDO et al., 2006; SRIVASTAVA et al.,
2004).

Através de programas de monitoramento e fiscalizagdo, diversos paises tem emitido
notificacdes e promovido embargos de importagdes devido a presenca de residuos de verde
de malaquita em produtos da aquicultura. Recentemente, residuos de verde de malaquita
foram detectados em salmio chileno pela Inglaterra (2002), pela Holanda (2003) e por
Taiwan (2007). Em 2003, o Sistema de Alerta Rapido para Alimentos destinados a
Alimentacdo Humana e Animal (RASFF) da Comissdo Européia relatou 11 notificagdes da
presenca de verde de malaquita em salmdo chileno, representando 3% do total de
notificacdes de substancias proibidas em alimentos de origem animal neste ano (EC, 2003;

LEM & KARUNASAGAR, 2007). Ainda, em 2006, foram notificadas 17 ocorréncias de
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verde de malaquita e verde de leucomalaquita em produtos da aquicultura e, em 2007,
foram relatados 9 casos, sendo 4 do Vietnd, 2 da Tailandia, 2 da China e um caso na
Espanha (EC, 2007).

No Japdo, em 2005, ocorreram 29 recusas de importagdo de peixes e produtos da
pesca devido a presenga de medicamentos veterinarios e substancias de uso proibido, sendo
que a maior parte dos casos envolveu tetraciclinas, fluoroquinolonas e verde de malaquita
(LEM & KARUNASAGAR, 2007).

Em junho de 2007, a US FDA blogueou a venda de cinco tipos de peixes e frutos do
mar cultivados na China devido aos repetidos casos de presenga de medicamentos
veterinarios ndo aprovados, tais como nitrofuranos, verde de malaquita, violeta genciana e
fluoroquinolonas (MARTIN, 2007).

As notificacdes por parte da Unidio Européia, Japao e Estados Unidos apresentam
grande relevancia, uma vez que eles representam 72% do mercado mundial de importagGes
de peixes (LEM & KARUNASAGAR, 2007).

No Brasil, poucos dados estdo disponiveis sobre o monitoramento de residuos de
verde de malaquita em peixes, mas existem evidéncias de uso dessa substancia na
piscicultura. Em 2006, um trabalho realizado na bacia hidrografica de Mogi-Guagu (SP)
constatou, através de questiondrios aplicados a piscicultores e proprietarios de pesqueiros,
que 13 dentre 84 entrevistados, empregavam o verde de malaquita durante as praticas de
manejo nas propriedades, objetivando profilaxia e/ou tratamento de enfermidades. Entre
outros compostos citados, somente cal, agrotoxicos (organofosforados, benzoilfeniluréias,
carbamatos e piretroides) e sal comum apresentaram maiores frequéncias de uso quando

comparados ao verde de malaquita (SANTOS, 2007).

Aspectos toxicoldgicos

Residuos de verde de malaquita apresentam persisténcia no ambiente ¢ toxicidade
aguda para um amplo grupo de animais aquéticos e terrestres, resultando em scérios riscos a
saude publica e um potencial problema ambiental. Em peixes, foram relatados diversos
efeitos, tais como: carcinogénese, mutagénese, teratogénese, reducdo de fertilidade e

toxicidade respiratoria. Também ocorrem significativas alteracdes em pardmetros
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