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RESUMO GERAL

As tainhas (Mugil spp.) constituem um dos principais grupos de peixes marinhos com
potencial de cria¢do para a aquicultura no Brasil. As elevadas densidades a que os peixes sdo
submetidos nas condi¢des de confinamento aumentam as chances da ocorréncia de
parasitoses, que podem provocar prejuizos nas pisciculturas e/ou causarem zoonoses
transmitidas pelo pescado. No Brasil sdo escassos os estudos relacionados a eficacia de
farmacos antiparasitarios para peixes e seus efeitos secundarios, sendo por isso necessarios
estudos para avaliar a eficiéncia e os impactos destes medicamentos antes que eles possam
ser usados em larga escala em pisciculturas comerciais. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a toxicidade aguda e a eficiéncia antiparasitaria sobre ectoparasitos branquiais de diferentes
concentragdes de levamisol em banhos terapéuticos de 24 horas em juvenis de Mugil liza.
Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas tainhas com comprimento médio de
2,9 cm, coletadas na natureza em arroio que desemboca na Praia do Cassino (31° 11° 557 S;
52°11° 14” O), transportadas para o laboratorio e aclimatadas em caixas plasticas de 80 litros
com aeracdo constante. Para determinar o nivel de toxicidade do levamisol e as
concentragdes utilizadas no experimento de eficiéncia antiparasitaria foi feito um teste de
CLso-24n. Os tratamentos foram realizados em triplicata conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado. Para o célculo das CL50 foi utilizado o software “Trimmed
Spearman Karber Method” que determinou como CLso24n de levamisol para juvenis da
tainha M. liza o valor de 61,63 mg/L. Os indices parasitologicos (Prevaléncia, Intensidade
de Infestacdo e Abundancia Média) das tainhas na natureza foram determinados através de
um exame parasitologico realizado previamente em uma amostra contendo 30 peixes.
Através das andlises parasitologicas pdde-se concluir que, em juvenis de M. liza no litoral
do Rio Grande do Sul sdao encontrados Ligophorus cf. uruguayense, Solostamenides sp. e
Girodactilus sp. nas branquias de juvenis de M. liza, que funcionam como sitio da infestacao.
Com base nos resultados do teste de CLso-24n do levamisol em M. liza, foram escolhidas 3
concentragdes (0; 7,5; 15 € 22,5 mg/L) que garantissem que a sobrevivéncia dos peixes fosse
superior a 50% em cada tratamento. Todos os tratamentos foram realizados com trés
repeticoes. Nas condi¢des em que o experimento foi realizado, foi possivel concluir que 15
mg/L de levamisol ¢ indicado no controle de Gyrodactylus sp. para juvenis de M. liza. Para
o controle de Solostamenides sp. ndo foi possivel avaliar a eficacia do levamisol devido a
prevaléncia nula encontrada no grupo controle para este parasito. Considerando a baixa

eficiéncia das concentragdes testadas nos banhos profilaticos de 24 horas no controle de L.
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uruguayense, o uso deste método neste tempo de exposi¢do ndo € recomendado no

tratamento contra este Monogenoidea.

PALAVRAS CHAVE: Antiparasitarios, Aquicultura, Levamisol, Mugil.

ABSTRACT

The mullet (Mugil spp.) are one of the major groups of marine fish farming with potential
for aquaculture in Brazil. Due to the high densities that fish are submitted in containment
conditions increase the chances of the occurrence of parasites, which can cause damage to
fish farms and/or cause zoonoses transmitted by fish. In Brazil there are few studies related
to the effectiveness of antiparasitic drugs for fish and their side effects, so it is necessary
studies to evaluate the effectiveness and impacts of these drugs before they can be used in
large-scale commercial fish farms. The objective of this study was to evaluate the acute
toxicity and antiparasitic efficiency on gill ectoparasites of different levamisole
concentrations in therapeutic baths 24 hours in juvenile of Mugil liza. To develop this study
we used mullet with 2.9 cm on average, collected in nature in a stream that outfall in Cassino
Beach (31°11°55”S; 52°11°14”W), transported to the laboratory and acclimated in plastic
boxes of 80 liters with constant aeration. To determine the toxicity level of levamisole and
the concentrations used in the antiparasitic efficiency experiment was made a LCso-24n test.
The treatments were performed in triplicate conducted in a completely randomized design.
For calculation of the LC50 was used the software "Trimmed Spearman Karber Method"
that determined the value of 61.63 mg/L as levamisole LCso-24n for juvenile mullet. The
parasitological indices (Prevalence of infection intensity and average abundance) of mullet
in nature were determined by a parasitological examination that has been performed on a
sample containing 30 fish. Through the parasitological analysis it was concluded that, in
juvenilles of M. liza in Rio Grande do Sul coast are found Ligophorus cf. uruguayense,
Solostamenides sp. and Girodactilus sp. in the gills of juvenile M. liza, which act as the
infestation site. Based on the results of the LCso24n levamisole test in M. liza, three
concentrations were chosen (0, 7.5, 15 and 22.5 mg/L) which would ensure that the fish
survival was greater than 50% in each treatment. All treatments were carried out with three
replications. In the conditions of this experiment, it was concluded that 15 mg/L of
levamisole is indicated on the control of Gyrodactylus sp. for juveniles of M. liza. To control
Solostamenides sp. was not possible to assess the effectiveness of levamisole due to zero

prevalence in the control group for this parasite. Considering the low efficiency of the
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concentrations tested in 24 hours prophylactic baths in control of L. uruguayense, the use of
this method in this exposure time is not recommended for treatment against this

Monogenoidea.

KEYWORDS: Antiparasitic, Aquaculture, Levamisole, Mugil.

INTRODUCAO GERAL

A produgdo pesqueira mundial vem se mantendo estavel em cerca de 90 milhdes de
toneladas. Em contrapartida, a aquicultura mundial voltada para producdo de peixes
destinada a alimentagao humana aumentou cerca de 10 vezes nas tltimas trés décadas (1980-
2010), a uma taxa média anual de 8,8 por cento (FAO 2012). De 1970 a 2008 a participacao
da aquicultura na producdo mundial de pescado aumentou de 3,9% para 36,9%, indicando
que a aquicultura ¢ uma atividade vidvel e em pleno crescimento (FAO 2010).

As tainhas (Mugil spp.), constituem um dos principais grupos de peixes marinhos,
com potencial de cultivo para a aquicultura no Brasil (Miranda-Filho et al. 2010). No cenario
mundial, o Egito ¢ o pais com maior representatividade na producao desses Mugilidae,
seguido da Republica da Korea e Taiwan (FAO 2011).

Mugil liza Valenciennes, 1836 ¢ facilmente encontrada na regido estuarina da Lagoa
dos Patos, mas ocorre desde o Rio de Janeiro, no Brasil, até a Argentina. (Vieira 1985). Sua
natureza eurihalina, permite criar a tainha em diferentes salinidades (Fonseca Neto & Spach
1999), sua tolerancia a diferentes temperaturas, apesar de apresentar melhor conversao
alimentar em 30°C (Okamoto et al. 2006) e a sua boa aceitacdo por alimentos artificiais
(Carvalho et al. 2010) fazem da tainha uma espécie apropriada para o cultivo. Na natureza a
tainha utiliza o zooplancton, microalgas e detritos em sua dieta, isso permite que em cativeiro
sejam utilizadas formas de fertilizagdo para aumento da produgdo primaria, o que leva a
diminuicao de custos (Oliveira & Soares 1996). As tainhas podem medir até 50 centimetros
de comprimento total e pesar de 6 a 8 quilos, nadam em cardume e habitam a superficie de
aguas tropicais e subtropicais (Vieira 1985; Vieira et al. 1998).

Os parasitas que utilizam peixes como hospedeiros estdo representados
especialmente em sete grupos, Protozoa*, Digenea, Monogenea, Cestoda, Acanthocephala,
Nematoda e Crustacea (Eiras 1994a).

Os Monogenoidea sao ectoparasitos de peixes de agua doce como de peixes marinhos
e s3o comumente encontrados nas branquias e na superficie do corpo dos peixes (Rodhe

1993). Os monogendides podem causar grandes prejuizos devido a sua elevada
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patogenicidade. Em alguns paises europeus as altas taxas de parasitismo por Gyrodactylus
salaris, por exemplo, promove danos as criacdes de trutas e salmdes (Lang & Mellergaard
1999).

Peixes na natureza normalmente apresentam uma fauna parasita associada sem que
1sso obrigatoriamente represente patologias observaveis para esses animais (Luque 2004).
Em condi¢des de confinamento, os peixes sao submetidos a elevadas densidades, facilitando
a propagac¢do e reproducdo dos parasitos no meio aquatico. (Thatcher 1981; Malta 1984).
Desse modo, a presencga de parasitas pode provocar prejuizos nas pisciculturas devido as
lesdes causadas no hospedeiro que podem desencadear patologias que aumentardo a
mortalidade e, portanto perdas na producgdo (Eiras 1994b; Lima 2007). Além dos prejuizos
econdmicos, alguns desses parasitos podem causar zoonoses transmitidas pelo pescado,
questdo que merece atencao, devido ao crescente habito de consumo de peixe cru ou mal
cozido (Citti 2010).

Para entender de que forma os hospedeiros sdo utilizados por seus parasitos nos
diferentes sitios sdo estimados alguns indices parasitologicos como a prevaléncia (P %), a
Intensidade média de infestagdao (IMI) e abundancia média (AX) (Bush et al. 1997), como
observado em “corvina” Micropogonias furnieri (Pereira Jr. et al. 2002) e em “tainha” M.
liza (Pahor-Filho et al. 2012).

Peixes intensamente parasitados, debilitados ou com lesdes profundas, dificilmente
recuperam sua saude com os tratamentos (Martins 1998). Desta forma a utilizagao de
programas profilaticos € importante para prevenir parasitoses em peixes de interesse
comercial. Medidas profilaticas como a desinfec¢do dos tanques, o uso de tanques de
quarentena, o controle da qualidade da agua (oxigénio, temperatura, pH, renovagdo), da
densidade populacional e o uso de substancias que promovam a sanidade do plantel,
fornecidos via oral ou através de banhos profilaticos realizados em tanques com volume
previamente conhecido sdo alternativas que podem ser incluidas nos programas (Luque
2004). Todavia, devido a dificuldade de controlar todas as varidveis em uma criagao
comercial, podem ocorrer epizootiologias, sendo necessaria entdo, a utilizagdo de
quimioterapicos para minimizar os impactos de possiveis enfermidades.

O levamisol ¢ uma droga sintética do grupo dos imidatiazois utilizado como anti-
helmintico em mamiferos (Noga 1996). Seu mecanismo de agdo ocorre através do estimulo
e posterior bloqueio das jungdes neuromusculares, o que paralisa os helmintos (Rang et al.

2001). Além da acao antiparasitaria, o levamisol age como imunoestimulante restaurando o
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numero de linfocitos T e estimula os monocitos a realizarem fagocitose, sendo este efeito
mais evidente em animais imunodeprimidos (Li 2006).

Estudos sobre o efeito do levamisol em Clarias fuscus mostram que os peixes
tratados com a droga se tornam mais resistentes ao desafio com Acinetobacter Iwoffii com
aumento da atividade mieloperoxidase em neutréfilos e dos niveis séricos de lisozima (Li et
al. 2005). A administracdo de levamisol por sete dias e a imunizacdo contra Aeromonas
hydrophila melhoraram parametros da imunidade adquirida e inata em Pacus Piaractus
mesopotamicus (Takahashi 2010).

Schmahl & Taraschewski (1987) descrevem ainda a eficiéncia do levamisol como
antiparasitario em Gyrodactylus aculeati, que pertence ao grupo dos Monogenoidea que
pode ser de grande importancia no cultivo de peixes devido a sua alta patogenicidade.

No Brasil sdo escassos os estudos relacionados a eficacia de farmacos antiparasitarios
para peixes estuarinos e seus efeitos secundarios, sendo por isso necessarios estudos para
avaliar a eficiéncia e os impactos destes. O trabalho determinou a toxicidade causada pelo
levamisol nos juvenis de M. /iza (Capitulo 1) e a eficdcia anti-helmintica deste farmaco
através de banhos terapéuticos sobre os ectoparasitos em juvenis de tainha capturados na

natureza (Capitulo 2).
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OBJETIVO
O objetivo geral deste trabalho ¢ avaliar a eficiéncia antiparasitaria sobre
ectoparasitos branquiais e a toxicidade de diferentes concentragdes de levamisol em banhos

terapéuticos em juvenis de tainha, Mugil liza.

Para instrumentalizar este objetivo, foram estabelecidos os objetivos especificos:

e Determinacgdo da toxicidade aguda do levamisol através do teste de CLso-24n;
e Estabelecer em laboratorio a taxa de sobrevivéncia dos hospedeiros submetidos aos
banhos com a droga;

e Testar a eficiéncia antiparasitdria de diferentes concentragdes do levamisol em

banhos terapéuticos;
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RESUMO.

As tainhas Mugil liza apresentam potencial economico para aquicultura brasileira,podendo
ser criadas em confinamento em densidades mais elevadas do que na natureza. Este modo
de criagdo pode facilitar a disseminagdo de parasitoses, acarretando perdas econOmicas
substanciais. Objetivando investigar a toxicidade do anti-helmintico levamisol, juvenis de
M. liza foram capturados no extremo sul do Brasil para serem submetidos a banhos
terapéuticos agudos (24h) em condig¢des laboratoriais para a determinagdo da Concentracao
Letal Média (CLso-24n) do levamisol em um experimento com 7 concentracdes (0, 30, 50, 70,
90, 110 e 130 mg/1).0s espécimes (n=210) foram distribuidos aleatoriamente em 21 aquarios
de 11 litros (10 peixes/aquario).O experimento foi conduzido em triplicata, com alimentag¢ao
“ad libitum” utilizando ragdo comercial. Os pardmetros fisicos (temperatura) e quimicos
(amonia, nitrito, pH e salinidade) da 4gua foram monitorados e comparados pela Analise de
Variancia (ANOVA) (Teste de Tukey; p<0,05) entre os tratamentos. Para o calculo da CLso
foi utilizado o software “Trimmed Spearman Karber Method” que determinou como CLsp.
24n do levamisol para juvenis da tainha M. /iza o valor de 61,63 mg/L. Os resultados indicam
o medicamento causa alteragdes fisiologicas observaveis, mas rapidamente recuperaveis

pelos juvenis de tainha M. liza.

PALAVRAS CHAVE: levamisol, toxicidade aguda, CL50, Mugil Liza.

ABSTRACT

The mullet Mugil liza have economic potential for Brazilian aquaculture may be set
up in confinement at higher densities than in nature. This farming method may allow the
spread of parasites more easily, causing substantial economic losses. In order to investigate
the toxicity of anthelmintic levamisole, M. liza juveniles were captured in southern Brazil to
undergo acute therapeutic baths (24 h) under laboratory conditions to determine the
levamisole median lethal dose (DL50-24h) in an experiment with 7 concentrations (0, 30,
50, 70, 90, 110 and 130 mg / 1). The specimens (n = 210) were randomly assigned to 21
aquariums of 11 liters (10 fish / aquarium) .The experiment was conducted in triplicate,
feeding "ad libitum" using commercial feed. The physical parameters (temperature) and
chemical (ammonia, nitrite, pH and salinity) of the water were monitored and compared by
analysis of variance (ANOVA) (Tukey test, P <0.05) between treatments. To calculate the
DL50 was used the software "Trimmed Spearman Karber Method" which determined how

levamisole DL50-24h for juvenile mullet M. liza the value of 61.63 mg / L. It was observed
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the formation of an acceptable limit of mortality (or survival) of juvenile mullet in culture
with boundaries between 30 and 70 mg / L. The results indicate that juvenile mullet M. /iza
adequately tolerate levamisole concentrations between 30 and 70 mg/L; the drug causes

observable physiological changes, but quickly recoverable by juveniles.

KEYWORDS: Levamisole, Mugil, Acute toxicity, DL50,

INTRODUCAO

A tainha Mugil liza ¢ pelagica e forma grandes cardumes que se distribuem no Caribe
e na costa Atlantica da América do Sul, desde a costa da Venezuela até a Argentina (Menezes
et al. 2010). Os Mugilidae, conhecidos popularmente por tainhas e paratis, estdo entre os
peixes mais abundantes em ambientes costeiros marinhos e estuarinos. Para completar o seu
crescimento os juvenis desta familia deslocam-se das regides costeiras para dguas estuarinas
e lagunares, ricas em alimento, na época de desova, os adultos de tainha migram de volta
para o mar (Menezes 1983). M. liza altera seus habitos alimentares de acordo com a fase de
vida. Quando jovem possui habito planctofago e quando adultos sdo iliofagos (Oliveira &
Soares 1996).

As tainhas apresentam grande potencial econdmico a pesca artesanal nas regides Sul
e Sudeste do Brasil, tanto que sdo consideradas ameagadas com a sobrepesca. Encontram-se
entre os principais recursos pesqueiros do estuario da Lagoa dos Patos juntamente com o
camarao e a corvina. A produgao desses trés grupos de pescado excede em muito a soma das
outras espécies (Kalikoski & Vasconcellos 2013). Além do potencial no setor pesqueiro a
tainha possui diversas caracteristicas que fazem com que ela seja uma espécie atrativa e
vidvel também na aquicultura (Miranda-Filho et al. 2010). Entre estas caracteristicas estao:
eurihalinidade (Fonseca Neto & Spach 1999) e termohalinidade (Okamoto et al. 2006),
facilidade no manejo alimentar, pois aceita bem dietas inertes (Ito & Barbosa 1997) e
tolerancia a condi¢des de confinamento (Sampaio et al. 2001). Em vdrios paises como Itélia,
Israel, Taiwan, Egito, China, Cuba e Coldombia, a criagdo de diferentes espécies de
Mugilidae, em mono e/ou policultivo j& vem sendo praticada com sucesso. Estes tipos de
cultivo objetivam o desenvolvimento da aquicultura e, ou o povoamento e repovoamento de
ambientes esgotados em seus estoques pesqueiros nestes paises (Godinho et al. 1988).

Em condi¢des de confinamento os peixes sdo normalmente submetidos a densidades
mais elevadas do que as encontradas em seu habitat natural como forma de obter retorno

comercial ao investimento. Esta condicdo aumenta as chances de propagagao e reproducao
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dos parasitos em peixes devido a densidade no cultivo destes organismos (Thatcher 1981;
Malta 1984). Desse modo, a presenca de parasitos pode provocar prejuizos nas pisciculturas
devido as patologias decorrentes que aumentardo a mortalidade e perdas econdmicas de
producao (Eiras 1994b; Lima 2007). Além dos prejuizos econdmicos, alguns desses
parasitos podem causar zoonoses transmitidas pelo pescado, questdo que merece atengao,
devido ao crescente habito de consumo de peixe cru ou mal cozido (Citti 2010).

O levamisol é uma droga sintética do grupo dos imidatiazéis utilizado como anti-
helmintico em mamiferos (Noga 1996) e mais recentemente em peixes (Schalch et al. 2009).
Seu mecanismo de agdo ocorre através do estimulo e posterior bloqueio das jungdes
neuromusculares que paralisa os helmintos, que s3o entdo eliminados nas fezes (Rang et al.
2001). Além da acdo antiparasitaria, o levamisol age como imunoestimulante aumentando o
numero de linfocitos T e estimula os monocitos a realizarem fagocitose, sendo este efeito
mais evidente em animais imunodeprimidos (Li 2006). Através dos testes de toxicidade, ¢
possivel determinar o tempo e as concentragcdes em que o agente quimico ¢ potencialmente
prejudicial para o organismo (Fonseca 1991). Sendo assim, considera-se como concentracao
média letal (CLso) a concentragdo toxica que causa mortalidade de 50% dos organismos

expostos durante um tempo especifico, nas condigdes de teste (Cesar et al. 1997).

No Brasil s@o escassos os estudos relacionados a eficacia de farmacos antiparasitarios
para peixes e seus efeitos secundarios (Pahor-Filho et al. 2012, Fiihr et al. 2012, Pahor-Filho
et al. 2014), sendo por isso necessarios estudos para avaliar a toxidade destas drogas para os
peixes nativos e de interesse econdmico.

O intuito deste trabalho foi determinar a concentracao letal média (CLso-24n) do
levamisol em banhos de 24 horas em juvenis de Mugil liza pelo teste de toxicidade aguda,
estabelecer a taxa de mortalidade dos hospedeiros com as diferentes concentragdes do

farmaco.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e aclimatacio dos peixes. Juvenis de Mugil liza com comprimento total
médio de 2,9 cm (£0,3) e com peso médio de 0,29g (+0,12) foram capturados com rede de
arrasto no Arroio do Navio que desemboca na praia do Cassino (31° 11° 557 S; 52° 11° 14”

O) e transportados para o Laboratorio de Biologia de Parasitos de Organismos Aquéticos
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(LABIPOA) da Universidade Federal do Rio Grande — FURG. Estes animais foram
previamente aclimatados as condi¢des de laboratoriais em duas caixas plasticas de 80 litros
com temperatura igual a 24°C e com aeragdo constante com pedras porosas. A aclimatag¢ao
utilizando fotoperiodo de 12 horas teve duragao de sete dias periodo em que as caixas foram
sifonadas diariamente para eliminar os residuos decantados. A reposi¢do de adgua foi feita
utilizando 4dgua fornecida pela Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN) tratada
com sal marinho a fim alcangar salinidade 5 e eliminar o cloro.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia “ad libitum” com ragdo com 28% de
proteina bruta. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizado (DIC).

Delineamento experimental: Para verificar a faixa letal do levamisol em juvenis de
tainha, 210 peixes em foram distribuidos aleatoriamente em 21 tanques de 11 L onde
permaneceram em jejum durante 24 horas antes de serem expostos ao levamisol. Cada
tanque continha 10 peixes que foram expostos a diferentes concentracdes de levamisol na
forma de banho durante 24 horas. As concentragdes utilizadas foram: 0 (controle), 30, 50,
70, 90, 110 e 130 mg/l (Tabela 1). Antes de adicionar o levamisol nos tanques, o
medicamento na concentragdo a ser utilizada, foi transferido para um pote plastico com
volume de 80 ml. Em seguida, a 4gua do proprio tanque que recebeu tratamento foi
adicionada ao pote até completar o volume de 80 ml com intuito de fazer uma pré-diluicao
do levamisol, apos esse procedimento a mistura foi adicionada ao tanque em cima da fonte
de aeracdo a fim de proporcionar uma distribui¢do mais homogénea do farmaco. Cada
concentragdo foi testada em triplicata. Para determina¢do da concentragdo letal para 50%
dos juvenis de tainha, bem como para realizar o calculo dos intervalos de confianga de 95%,
foi utilizado o software “Trimmed Spearman Karber Method”, desenvolvido por Hamilton
et al. (1977).

O pH, oxigénio dissolvido (OD) e temperatura da 4gua foram medidos diariamente
por meio de sondas multiparamétricas digitais. A salinidade foi mensurada diariamente com
o uso de um refratdmetro e a concentracao de nitrito e amonia-total foi mensurada mediante
o uso de kit comercial

Depois de um dia de exposicdo ao medicamento foi estabelecida a taxa de
mortalidade de cada tanque e 100% da 4gua dos tanques foi renovada. Apo6s 48 horas da
aplicacdo do medicamento foi verificada a mortalidade em cada uma das concentragoes

testadas, os peixes foram medidos, pesados e sacrificados por concussao cerebral.
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Tabela 3-Concentragdes de levamisol utilizadas na CLso-24n em juvenis de Mugil liza

Concentracio de levamisol Sigla
(mg/L)
0 LO
30 L30
50 L50
70 L70
90 L90
110 L110
130 L130

Sobrevivéncia dos hospedeiros (%)

A taxa de sobrevivéncia dos peixes, 24 e 48 horas apos o inicio dos tratamentos, foi

calculada através da seguinte formula:

Sobrevivéncia (TS%) = Nf x 100/Ni

Onde Nf: Numero final de individuos, Ni: Numero inicial de individuos.

Analises estatisticas

Para estimar a qualidade da agua realizou-se a mensuragdo do pH, temperatura (°C),
OD, amoénia (ppm) e salinidade. A estatistica dos parametros fisicos e quimicos da agua e as
taxas de sobrevivéncia dos peixes nos diferentes tratamentos foi feita para verificar a
existéncia de diferenca significativa entre as médias dos resultados empregando-se analise

de variancia (ANOVA, a = 0,05) e teste de Tukey.

RESULTADOS
Qualidade de agua

Tanto no experimento 1 (teste preliminar) quanto no experimento 2 (teste definitivo)
ndo houve diferengas significativas (P>0,05) nos valores dos parametros mensurados

(Tabela 2).

26



Tabela 4- Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisicos e quimicos da dgua nos
testes de toxicidade aguda de levamisol em Mugil liza.

Tratamentos Parametros
Concentragdes Temperatura  Oxigénio Amonia Nitrito pH Salinidade
de levamisol (°O) (mg/L -1) Total (ppm) (%o0)
(mg/1) (ppm)

LO 0 24 +0 12,06 +0,3 0,2 =+0,1 0,1 =+0,1 74 +0,1 5 +0
L30 30 24 +0 11,00 +0,5 0,3 +02 02 0,1 7,6 +0,1 5 +0
L50 50 24 +0 12,03 +0,5 03 =+0,2 0,2 =+0,1 7,5 +0,1 5 +0
L70 70 24 +0 12,24 +0,7 0,3 +02 0,1 0,1 7,6 +02 5 +0
L90 90 24 +0 11,34 +04 0,2 =+0,1 0,2 =+0,1 7,3 +0,0 5 +0
L110 110 24 +0 11,28 +0,9 0,2 =+0,1 02 =+0,1 74 +0,1 5 +0
L130 130 24 +0 1146 =+0,6 03 =+0,2 0,2 =+0,1 7,5 +0,1 5 +0

Teste da CLso-24n do levamisol:

Para definir as concentragdes letais de levamisol para as tainhas, os peixes foram
expostos a concentragdes crescentes do medicamento. As concentracdes letais foram
observadas nos grupos submetidos as maiores concentragdes (90, 110 e 130 mg/L) onde

houve maior mortalidade diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

Tabela 3- Mortalidade total e média por tratamento de juvenis de tainhas, Mugil liza 24
horas apds a exposigdo ao levamisol no teste da CLso-24h.

Tratamento Mortalidade 24h
(mg/L) Porcentagem (%)  Total Média
0 10° 3 110
30 36,7° 11 3,67+2,05
50 40° 12 4+0,82
70 60° 18 6+0
90 93,3¢ 28 9,33:0,47
110 96,7° 29  9,67+0,47
130 100¢ 30 1010

As letras diferentes significam existéncia de diferenca estatistica (p < 0,05) entre os valores de
mortalidade e as diferentes concentra¢des de levamisol.

A concentragdo letal média (CLso-24n) do levamisol para juvenis da tainha M. liza,
com os comprimentos dos espécimes utilizados no experimento, € sob as condi¢des de

qualidade de 4agua descritas ¢ 61,63 mg/L. Os dados da CLso sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - CLso para juvenis de Mugil liza tempo (horas) =TE, concentragdo letal média

(mg/L) CL50 e intervalo de confianca= IC.

TE CI50
(horas) (mg/L) IC
24 61,63 (48,72-77,96)

Sobrevivéncia (%)

A toxicidade do levamisol aos peixes pdde ser observada logo nas primeiras 24 horas
apds a exposicdo ao medicamento. O grupo controle (LO) foi o que demonstrou maior
sobrevivéncia, diferindo estatisticamente dos outros grupos (L30 a L130). A sobrevivéncia
dos juvenis de tainhas foi diretamente afetada diante da exposicdo ao levamisol, com

formagao de trés grupos terapéuticos bem estabelecidos. (Figura 1 e Tabela 5).

100,00

80,00

D
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o
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’

40,00 T 24h apds exposicao

W 48h apds exposicao

Sobrevivéncia

20,00

b 13
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0,00

-20,00
Tratamentos

Figura 1-Valores percentuais e desvio padrao da sobrevivéncia de tainha (Mugil liza) ap6s

banhos terapéuticos durante 24 horas em diferentes concentragdes de levamisol.
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Tabela 5- Valores da sobrevivéncia (%) de juvenis de Mugil liza 24 e 48 horas ap0ds o contato
com levamisol

Tratamento  Sobrevivéncia (%)

(mg/L) 24h 48h
0 90,0° 83,3
30 63,3° 50,0
50 60,0° 50,0
70 40,0° 36,7°
90 6,7° 6,7°
110 3,3¢ 33°¢
130 0° 0°

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre as médias de sobrevivéncia das diferentes concentragdes de exposi¢do ao levamisol.

DISCUSSAO

As concentragdes de oxigénio, amonia e nitrogénio dissolvidos na 4dgua, a salinidade,
o pH, a taxa de renovagdo da dgua, a temperatura e os regimes de luminosidade sdo os fatores
ambientais criticos & manutengio do equilibrio fisiologico dos peixes. E sabido que agua de
ma qualidade torna os peixes estressados, tornando-os suscetiveis as enfermidades, desta
forma o controle da qualidade da 4gua ¢ um importante fator no sucesso produtivo de peixes
(Pavanelli et al. 2008). Em experimentos que utilizam quimioterdpicos na agua, o
acompanhamento desses parametros fisicos e quimicos antes e durante a administragao dos
farmacos ¢ ainda mais importante, pois qualquer alteracao pode interferir na eficacia e
toxicidade dos produtos (Gomes, 2001; Schalch et al., 2009). Com os resultados
demonstrados na Tabela 1 é possivel observar que os valores dos parametros hidricos
monitorados permaneceram constantes, indicando que a 4gua manteve os padrdes adequados
para o cultivo de tainhas (Fonseca Neto & Spach 1999, Okamoto et al. 2006, Pahor- Filho
et al. 2012) e que ndo variaram com a aplicacdo das diferentes concentragdes do tratamento.
Estes resultados assemelham-se aos encontrados por Onaka (2001) que também ndo
observou influéncia nos parametros de qualidade da agua (OD, pH, temperatura e
condutiividade elétrica) apos utilizagdo do levamisol. Por fim, ¢ possivel afirmar que
nenhum dos parametros da qualidade da dgua avaliados, interferiu nos resultados obtidos
como resultado das diferencas de concentragdo do levamisol.

O grupo controle (L0) apresentou os melhores resultados em relagdo a sobrevivéncia
dos juvenis de M. /iza utilizados neste ensaio, 90% de sobrevivéncia 24 horas apos o inicio

do experimento e 83,3% nas 48 horas apds o inicio do teste. Esta mortalidade observada no
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grupo controle pode ser explicada pelo estresse que envolve o processo de captura que
engloba tanto o esfor¢o fisico causado pela tentativa de fuga (Milligan et al., 2000), como a
hipoxia temporaria gerada pela retirada do peixe da agua (Arends et al., 1999) além de
eventuais injurias na superficie do corpo, como a perda de escamas e de muco (Ross € Ross
1999). Essa sequéncia de estimulos estressantes gera respostas acumulativas (Schreck, 2000)
que podem ter influenciado na sobrevivéncia desses juvenis de M. liza. No presente estudo
a maior letalidade relacionada ao levamisol para juvenis de tainha foi observada em
concentragdes superiores a 70mg/L. Durante os primeiros 15 minutos de exposi¢cdo ao
levamisol foi possivel observar sinais de intoxicagdo em todas as concentragdes testadas, os
peixes apresentaram hiperventilagdo (aumento do movimento opercular), hiperatividade,
desequilibrio natatorial, dispneia posteriormente, e eventualmente morte. Gaikwad (1989)
observou sinais de toxicidade semelhantes em Etroplus maculatus, submetidos a teste de
toxicidade aguda com selénio.

Ao comparar os dados disponiveis na literatura sobre a toxicidade em peixes causada
pela exposicao ao levamisol com a concentragdo letal mediana encontrada neste trabalho, ¢
possivel notar variadas respostas nas diferentes espécies hospedeiras. Buchmann et al.
(1990) em testes com concentracdes inferiores aquelas utilizadas neste ensaio observaram
sinais de intoxicagdo como perda de equilibrio e mortalidade em Anguilla anguilla
infectadas com Pseudodactylogyrus anguillae expostas a 10 mg/L de levamisol por 25 horas
em temperatura semelhante a utilizada neste trabalho. Ja Santamarina et al. (1991) nao
documentaram sinais de toxicidade em Oncorhynchus mykiss naturalmente parasitadas por
Gyrodactylus spp. expostas por 3 horas a 15°C a 100 mg/L de levamisol.

A CLso-24n estimada para juvenis de M. liza foi 61,63 mg/L, indicando uma menor
tolerancia ao levamisol quando comparada a outros peixes de diferentes tamanhos e espécies.
Da mesma forma, Taraschewski et al. (1988), com enguias de 20 a 40 cm determinaram a
CLso-24n desses animais ao levamisol o valor de 250 mg/L.

A mortalidade dos juvenis foi diretamente influenciada pela concentracdo de
levamisol utilizada em cada tratamento (Tabela 4), pois o aumento da concentracao desta
substancia causou maior mortalidade de juvenis de M. liza. A sobrevivéncia dos juvenis
tainhas neste trabalho sugere elevada toxicidade do levamisol sobre os peixes utilizados nos
ensaios. No entanto, como sugerido em estudos similares (Fiihr et al. 2012, Pahor-Filho et
al. 2012) esses resultados ndo devem ser diretamente estendidos a outras espécies de
hospedeiros, ou a mesma espécie hospedeira se os espécimes forem de tamanhos distintos

aqueles usados neste estudo, ou se estiverem submetidos a condigdo ambientais diferentes
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(temperatura, salinidade, O» dissolvido, amoénia, nitratos, pH) daquelas usadas neste

experimento.
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RESUMO

No Brasil sao escassos os estudos relacionados a eficacia de farmacos antiparasitarios
para peixes estuarinos, como por exemplo, para a tainha Mugil liza. Objetivando investigar
a eficacia de diferentes concentragdes do levamisol sobre a comunidade de helmintos
ectoparasitos branquiais e tegumentares da tainha, juvenis de M. liza foram capturados no
verao no extremo sul do Brasil para serem submetidos a banhos terapéuticos agudos (24 h)
em condi¢des laboratoriais para a estimativa da eficacia do levamisol sob trés concentragoes
(mg/L) do farmaco (7,5; 15; e 22,5 mg/L) e um tratamento controle (sem levamisol). Os
espécimes foram monitorados e comparados pela Anélise de Variancia (ANOVA) (Teste de
Tukey; p<0,05) entre os tratamentos. Antes dos banhos terapéuticos 30 espécimes foram
necropsiadas para averiguar a comunidade de helmintos ectoparasitos branquiais e
tegumentares. Os espécimes previamente necropsiados e os submetidos aos banhos foram
desnucados e necropsiados para a estimativa dos Indices Parasitolégicos (IP) de Prevaléncia
(P%), Intensidade Média de Infestacdo (IMI) e Abundancia Média (Ax). P% e IMI foram
comparados pelo Bootstrap (Bca) e Teste do X no programa “Quantitative Parasitology
3.0”. As espécies parasitas encontradas foram Monogenoidea branquiais Ligophorus
uruguayense, Solostamenides sp. e Gyrodactylus sp. A eficaicia do levamisol foi
aparentemente diferente entre as espécies encontradas. Para Gyrodactylus sp. a concentracao
de 15 mg/L foi eficaz no controle deste parasito, em contrapartida nenhuma das
concentracgdes apresentou bons resultados para Ligophorus uruguayense. Solostamenides sp.
nao foi considerado nas estatisticas pois apresentou IP muito baixos para serem testados. O
que se pode considerar ¢ que a baixa ou inexistente eficicia do farmaco pode estar
relacionada com os efeitos de contragdo muscular sobre as estruturas haptoriais de cada
espécie de parasito, mantendo-os mortos e ainda presos nos filamentos branquiais e

fornecendo uma falsa noc¢ao de baixa ou inexistente eficacia.
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Mugil liza.

ABSTRACT

In Brazil there are few studies related to the effectiveness of antiparasitic drugs for estuarine
fish, such as mullet Mugil liza. Aiming to investigate the efficacy of different concentrations
of levamisole on the community of mullet gill and tegument helminths ectoparasites. M. liza
juveniles were captured in summer in southern Brazil to undergo acute therapeutic baths (24
h) under laboratory conditions to estimate the efficacy of levamisole in three concentrations
(mg /L) of the drug (7.5; 15, and 22.5 mg / L) and a control treatment (no levamisole). The
specimens were monitored and compared by analysis of variance (ANOVA) (Tukey test, P
<0.05) between treatments. Before therapeutic baths 30 specimens were necropsied to
determine the helminth community ectoparasites gill and soft tissue. Previously necropsy
specimens and submitted to the baths were euthanized and autopsied to estimate the
parasitological indexes (IP) prevalence (P%) Average intensity infection (IMI) and
Abundance Average (Ax). P% and IMI were compared by Bootstrap (Bca) and X? test on
"Quantitative Parasitology 3.0". The parasitic species found were gill Monogenoidea
Ligophorus uruguayense, Solostamenides sp. and Gyrodactylus spp. The efficacy of
levamisole was apparently differs between species found. In Gyrodactylus spp. the
concentration of 15 mg / L was effective in controlling this parasite; however none of the
concentrations showed good results for Ligophorus uruguayense. Solostamenides sp. was
not considered in the statistics as presented IP too low to be tested. What can consider is that
low or no efficacy of the drug may be related to the effects of muscle contraction on
haptoriais structures of each species of parasite, keeping the dead and still stuck in the gill

filaments and providing a false sense of low or no efficacy.

KEYWORDS: Antiparasitic, Prophylactic baths, Fish diseases, Levamisole, Mugil liza.

38



INTRODUCAO

As tainhas (Mugil spp.) constituem um dos principais grupos de peixes marinhos com
potencial de cultivo para a aquicultura no Brasil (Miranda-Filho et al. 2010). No Rio Grande
do Sul, a presenga de juvenis de tainha ao longo do ano na regido estuarina da Lagoa dos
Patos ¢ comum (Vieira & Scalabrin 1991), além de ser uma espécie com potencial
econOmico na regiao (Reis & D’Incao 2000).

Diversos estudos demonstram a alta adaptabilidade da tainha as condig¢des de cultivo.
Sua natureza eurihalina, (Fonseca Neto & Spach 1999), e termohalina, sua boa conversao
alimentar (Okamoto et al. 2006) e aceitagdao de alimentos artificiais (Carvalho et al. 2010)
demonstram que a espécie apresenta um pacote tecnoldgico que viabiliza seu cultivo em
criacdes comerciais. Além da disponibilidade de inimeros estudos que sobre densidade de
estocagem de juvenis (Sampaio et al. 2001), facilidade para desova induzida (Godinho et
al.1993), biologia reprodutiva conhecida (Torres et al. 2008) e tolerancia aos compostos
nitrogenados, nitrato (Poersch et al. 2007), amonia e nitrito (Miranda-Filho et al. 1995).

O cultivo de mugilideos em mono e/ou policultivo vem sendo praticado com muito
sucesso em varias regides do mundo, objetivando o fomento da aquicultura e, ou o
povoamento e repovoamento de ambientes esgotados em seus estoques pesqueiros. O Egito
¢ o pais com maior representatividade na producgao, seguido da Republica da Korea e de
Taiwan (FAO 2011, Godinho et al. 1988).

Para que haja sucesso da atividade aquicola ¢ de extrema importancia monitorar as
condi¢des sanitarias dos peixes e do ambiente de criacdo (Pavanelli et al. 2008). Com a
intensificagdo da producdo, a contaminagao por patdégenos pode trazer severos riscos aos
sistemas de cultivo (Ozorio et al. 2004, Fonséca et al. 2000, Lester et al. 2009, FAO 2012).

Mesmo que grande parte dos peixes ndo apresente nenhum tipo de lesdo ou

sintomatologia aparente nos ambientes naturais, normalmente apresentam uma fauna
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parasita associada, e a auséncia de patologia observavel ocorre devido ao estado
homeostatico equilibrado no ambiente que ocupam (Luque 2004, Pavanelli et al. 2008).

As elevadas densidades a que sdo submetidos, nas condi¢cdes de confinamento,
aumentam as chances de propagacdo de parasitoses (Thatcher 1981; Malta 1984). Desse
modo, a presenca de parasitos nas pisciculturas pode provocar prejuizos no hospedeiro, que
podem desencadear patologias que aumentardo a mortalidade e, portanto perdas na producao
(Eiras 1994b; Lima 2007). Dentre as lesdes de maior importancia causadas pelos parasitos,
destacam-se as branquiais, pois estas sdo estruturas importantes nos processos vitais dos
peixes. Este 6rgdo possui varios mecanismos de reacdo aos parasitos, como hiperplasia de
células epiteliais e muciparas, o que pode culminar na morte do peixe por asfixia (Noga
2010).

Os Monogenoidea sdo ectoparasitos de branquias, narinas e nadadeiras e estdo entre
os parasitos mais significativos para a piscicultura devido ao seu alto potencial patolégico.
Em sistemas intensivos, devido as altas densidades, podem ser responsaveis por elevadas
taxas de mortalidade, pois possuem ciclo de vida direto, o que faz com que sua transmissao
e propagacao sejam mais faceis e rapidas (Pavanelli et al. 2008, Noga 2010).

Para minimizar as implicacdes que as parasitoses podem causar, o uso de
quimioterapicos na aquicultura vem se tornando cada vez mais comum. Quimioterapicos sao
drogas utilizadas na terapéutica de doengas infecciosas e para serem efetivamente utilizados
devem ser eficazes e sem efeitos adversos significativos para o hospedeiro (Hornrr 1983). A
administracdo destas substancias pode ser realizada por meio de banhos terapéuticos, via
oral ou intramuscular. Para realizar os banhos terapéuticos podem-se utilizar altas doses
durante um curto periodo de tempo ou baixas doses por um periodo mais longo (Hornrr
1983). O levamisol ¢ uma droga sintética do grupo dos imidatiazois utilizado como anti-

helmintico (Noga 1996). Seu mecanismo de agdo ocorre através do estimulo e posterior
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bloqueio das jungdes neuromusculares que paralisam os helmintos (Rang et al. 2001). Além
da acdo antiparasitaria, o levamisol age como imunoestimulante restaurando o niimero de
linfocitos T e estimula os mondcitos a realizarem fagocitose, sendo este efeito mais evidente
em animais imunodeprimidos (Li 2006).

No Brasil s@o escassos os estudos relacionados a eficacia de farmacos antiparasitarios
para peixes. Considerando a importancia crescente de Mugil liza para a piscicultura marinha
e a necessidade de estabelecer protocolos de utilizagcdo de quimioterapicos, ¢ importante
avaliar a acdo de quimioterapicos sobre a comunidade de parasitos desta espécie de peixe.
Tal importancia se relaciona a variedade de espécies parasitas registradas, tais como (E.g.:
Crustaceos (Copepoda) (Knoff & Boerger 1994), Monogenoidea (Ligophorus uruguayense,
Solostamenides platyorchis) (Pahor-Filho et al. 2012), metacercarias de Ascocotyle
(Phagiola) longa (Simdes et al. 2010, Namba et al. 2012) e Myxobolus platanus (Eiras et al.
2007)). O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de banhos terapéuticos de levamisol

sobre a comunidade de ectoparasitas de Mugil liza.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados juvenis de Mugil liza com comprimento total médio de 2,9 cm
(£0,28) e com peso médio de 0,24¢g (+0,08) coletados no verdo de 2013 com rede de arrasto
no Arroio do Navio que desemboca na praia do Cassino (31° 11° 557 S; 52°11° 14” O) e
transportados para o Laboratorio de Biologia de Parasitos de Organismos Aquaticos
(LABIPOA) da Universidade Federal do Rio Grande — FURG. Estes animais foram
aclimatados por sete dias em duas caixas plasticas de 80 litros em condi¢des controladas. As
caixas foram sifonadas diariamente para eliminar os residuos decantados. A reposi¢do de
agua foi feita utilizando agua fornecida pela Companhia Riograndense de Saneamento
(CORSAN) tratada com sal marinho a fim alcancar 5%o de salinidade e eliminar o cloro. A

aeracdo foi constante e o fotoperiodo de 12 h. Os Parametros da agua (pH, oxigénio
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dissolvido e temperatura) foram medidos diariamente por meio de sondas multiparamétricas
digitais. A salinidade foi mensurada diariamente com o uso de um refratometro e a
concentragdo de nitrito e amonia-total foi mensurada mediante o uso de kit comercial.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia “ad libitum” com ra¢ao com 28% de
proteina bruta. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizado (DIC).

Analise parasitolégica prévia:

Antes da execugdo do teste de eficiéncia antiparasitaria com levamisol uma amostra
contendo 30 peixes foi necropsiada e submetida a um exame parasitologico de branquias e
superficie corporal para averiguar a comunidade de ectoparasitos e estimar seus indices

parasitologicos (IP).

Delineamento experimental:

Com base nos resultados do teste de CLso-24n do levamisol em Mugil liza (Capitulo
1), foram escolhidas trés concentragdes que garantissem boa sobrevivéncia dos peixes. O
teste de eficiéncia antiparasitaria consistiu na exposi¢ao de um total de 180 tainhas, 15 por
unidade experimental, a trés diferentes concentracdes de levamisol (7,5; 15 e 22,5 mg/L) e
um tratamento controle (sem adi¢do do medicamento). Todos os tratamentos foram
realizados com trés repetigoes.

Peixes foram distribuidos aleatoriamente em tanques com volume util de 11 litros,
mantidos em jejum de 24 horas e expostos ao levamisol em banhos de 24 horas. Depois de
um dia de exposi¢ao ao medicamento, foi estabelecida a taxa de mortalidade de cada tanque
e 100% da agua dos tanques foi renovada. Apo6s 48 horas da aplicagdo do medicamento foi
verificada novamente a mortalidade dos tanques. Uma parte dos peixes de cada tratamento
foi necropsiada (10 peixes) com vistas a analise parasitologica e outra (5 peixes) foi para

analise histopatologica das branquias nao incluidos neste estudo.
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Sobrevivéncia (%)
A taxa de sobrevivéncia dos peixes 48 horas apds a exposi¢cdo ao levamisol foi

calculada através da seguinte formula:

Sobrevivéncia (TS%) = Nf x 100/Ni1

Onde Nf: Numero final de individuos, Ni: Numero inicial de individuos.

Necropsias

Foram realizadas necropsias com exame parasitologico das branquias e superficie do
corpo, para contagem inicial de ectoparasitos. Apds, medidos e pesados os peixes foram
insensibilizados através de uma perfuracio da cabeca com estiletes na area nucal,
seccionando a medula e necropsiados para coleta de parasitas. Anestésicos ndo foram
utilizados para evitar a perda de ectoparasitos, o que aumentaria o erro. Os parasitos
encontrados foram processados conforme protocolo de Amato et al. (1991).

Parasitos das branquias foram fixados em formol 5%. Para identificacdo sub-
amostras dos Monogenoidea foram montados em ldminas permanentes com Hoyer. Os
parametros para identificacdo seguiram Boeger & Vianna (2006), Siquier & Nufiez (2009),

e/ou Marchiori et al. (2015) e Pahor-Filho et al. (2012).

Indices parasitolégicos (IP)
Foram estimados os indices parasitologicos de Prevaléncia (P%), Intensidade Média
de Infestagdo (IMI) e Abundancia Média (Ay) (conforme Bush et al. 1997) de cada uma das

espécies parasitas encontradas.
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Eficacia (%)

A eficacia foi verificada 24 horas apos o término dos banhos terapéuticos de longa
duracdo, e estimada segundo Martins et al. (2001) e Onaka et al. (2003), através da seguinte

formula:

Eficacia = MGC- MGT x 100
MGC

Onde: MGC: Média do niimero de parasitas do grupo controle.

MGT: Média do niimero de parasitas do grupo tratado

Analise Estatistica

Para verificar a existéncia de diferengas entre as médias dos resultados, dos
parametros fisicos e quimicos de agua e da sobrevivéncia dos peixes nos diferentes
tratamentos foi feita Analise de Variancia (ANOVA, teste de Tukeyp< 0,05) .

Os indices parasitologicos foram comparados usando o programa Quantitative

Parasitology (Reiczigel & Rozsa 2005).

RESULTADOS

Analise parasitolégica prévia:
Na amostra coletada contendo 30 peixes as espécies de monogenoidea encontradas
parasitando branquias de tainhas, Mugil liza, foram Ligophorus cf. uruguayense

(Ancyrocephalidae) (Figura 1) e Gyrodactylus sp. sp. (Tabela 1).
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Figura 1- Ligophorus uruguayense coletado nas branquias de Mugil liza do Arroio do Navio
(31°11° 55”7 S;52°11° 14” O).

Tabela 1- Indices parasitologicos, prevaléncia (%) (P), intensidade média de Infestagdo
(IMI) e Abundancia Média (MA) de Infestagdo de Monogenoidea dos juvenis de Mugil liza
(n=30), em ambiente natural, no Arroio do Navio que desemboca na praia do Cassino (31°
11°55”S;52°11° 14” O).

Parasitos p(%) IMI MA
Ligophorus uruguayense 26,7 18,6 4,9
Gyrodactylus sp. 3,3 1 0,03

Qualidade de agua

Nao houve diferencas nos valores de pH, temperatura (°C), oxigénio dissolvido
(OD), amonia (ppm), nitrito (ppm) e salinidade durante a aclimatacdo e o periodo
experimental (Tabela 2).

Tabela 2-Valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua no teste da eficiéncia

antiparasitaria do levamisol em Mugil liza.

Tratamentos Parametros
Concentragdes Temperatura Oxigénio Amoénia  Nitrito pH Salinidade
(mg/L) O (m% L- (ppm)  (ppm) (%o)
0 24+0 11,9+0,2 0,20+0,2 0,20+0,1 7,3+0,1 5+0
7,5 24+0 11,6£0,6 0,25+0,2 0,15+0,1 7,5+0,2 5+0
15 24+0 11,4+0,5 0,25+0,2 0,20+0,1 7,5+0,1 5+0
22,5 24+0 12,3+0,6  0,2+0,1 0,15+0,1 7,4+0,1 5+0

Sobrevivéncia (%)
Em todos os tratamentos a sobrevivéncia foi superior a 70%. O grupo controle foi o
que demonstrou maior sobrevivéncia nas 48 horas ap6s a exposigao ao levamisol, diferindo
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estatisticamente dos demais tratamentos. Nos trés grupos que os juvenis de tainhas foram
expostos ao farmaco, a sobrevivéncia foi semelhante, ndo havendo diferenga estatistica entre

esses tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores da sobrevivéncia (%) de juvenis de Mugil liza 24 e 48 horas apds o
contato com levamisol.

Tratamento Sobrevivéncia

mg/L 24h 48h
0 93,30 88,9
7,5 100° 77,78
15 80P 73,330
22,5 88,9®  71,11°

Letras sobrepostas diferentes, na mesma coluna significam diferenga estatistica (P < 0,05) entre os
valores de sobrevivéncia nas diferentes concentragdes de levamisol.

Indices parasitolégicos e eficcia antiparasitaria.

Apo6s o tratamento, dentre os grupos de ectoparasitos encontrados nas branquias e
superficie do corpo dos juvenis de Mugil liza utilizados neste trabalho, Ligophorus
uruguayense foi o que apresentou maior P (43,3%) e IMI (6,7), seguido por Gyrodactylus
sp. € Solostamenides sp. (Tabela 4). Diferentemente do observado na analise parasitologica
prévia das branquias de tainhas juvenis coletadas na natureza, nas analises parasitologicas
feitas com os peixes utilizados nos ensaios com levamisol foi possivel observar a presenca
de um Uunico espécime de Solostamenides sp. A auséncia desse grupo na analise
parasitologica prévia e os valores discretos de prevaléncia (3,4 %) e de intensidade de
infestacdo (1) encontrados neste experimento sugerem que a populacdo parasita de
Solostamenides sp. em branquias de juvenis de M. liza seja menos expressiva quando
comparada aos outros grupos de Monogenoidea encontrados neste trabalho. Desta forma,
ndo foi possivel estimar a eficdcia antiparasitaria do levamisol e os IP para Solostamendes
sp. nos tratamentos com dosagem inferior a 22,5mg/L de levamisol, pois ndo foram

encontrados a nestes tratamentos.
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A vermifugacdo de L. uruguayense utilizando levamisol ndo foi satisfatoria, em todas
as dosagens de testadas. A eficacia foi inferior a 22,7%. Chegando a ser negativa (-27,3%)
na dosagem mais alta de levamisol utilizada (22,5mg/L). No entanto para Gyrodactylus sp.
a eficdcia parasitaria foi diretamente proporcional as dosagens utilizadas, sendo possivel
alcangar 100% de eficacia nas duas dosagens mais altas (15 e 22,5mg/L) e 50% de eficacia
na dosagem mais baixa (7,5 mg/L). Nao houve diferengas entre os valores dos indices

parasitologicos encontrados no controle e nos diferentes tratamentos aplicados (7,5; 15 e

22,5 mg/L).

Tabela 4- Eficdcia antiparasitaria e indices parasitoldgicos; Prevaléncia (P) (%), Intensidade
Meédia de Infestacdo (IMI) e Abundancia Média de Infestagdo (AX) de juvenis de tainha
(Mugil liza), expostos a diferentes concentragdes de levamisol.

Tratamento  Grupo Parasito IMI P(%) AX Eficacia (%)
L. uruguayense 5,72 37,9 2,2 -
Controle Gyrodactylus sp. 2 10,3 0,2 -
Solostamenides sp. - 0 0 -
L. uruguayense 3.8 433 1,7 22,7
7,5 mg/L Gyrodactylus sp. 1,5 6,7 0,1 50
Solostamenides sp. - 0 0 -
L. uruguayense 6,2 34,5 2,13 4,5
15 mg/L Gyrodactylus sp. - 0 0 100
Solostamenides sp. - 0 0 -
L. uruguayense 6,75 41,4 2,8 -27,3
22,5 mg/L Gyrodactylus sp. - 0 0 100
Solostamenides sp. 1 3.4 0,03 -

Os tragos (-) representam auséncia de valores nos indices parasitologicos.

DISCUSSAO

Em ambientes de criagdo, onde os peixes sao mantidos em confinamento, as varidveis
de qualidade da 4agua s3o alteradas com mais facilidade e podem favorecer o
desenvolvimento de doencas (Boyd 1982, Kubitza 2000). Em situagdes experimentais onde
os peixes sao mantidos sob tais condigdes, ¢ importante que haja um controle rigido da

qualidade da dgua, do nivel do oxigénio, da temperatura, do pH, do fluxo de agua nos tanques
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e da densidade de estocagem. Como pode ser observado na Tabela 2, este experimento foi
realizado de maneira que a qualidade da 4gua se mantivesse estavel durante todo o periodo
experimental, evitando possiveis interferéncias que a qualidade da dgua pudesse causar nos
resultados obtidos, interferindo inclusive na eficacia e toxicidade do farmaco utilizado
(Gomes, 2001, Schalch et al. 2009). Os parametros fisicos e quimicos monitorados ndo
sofreram alteracdo mesmo diante da aplicagdo das diferentes concentragdes de levamisol,
assim como observado por Onaka (2001) ap6s utilizagdo deste medicamento. Isso indica que
o farmaco ¢ estavel e pode ser utilizado também em ambientes salinos.

A sobrevivéncia dos juvenis de M. liza, 48 horas apos a primeira exposi¢do ao
levamisol foi superior a 70% em todos os tratamentos. O grupo controle mostrou as taxas de
sobrevivéncia mais elevadas (88,9%). Nos demais tratamentos, a sobrevivéncia variou de
acordo com o aumento da concentragdo de levamisol, tendo seu resultado mais discreto
(71,11% dos peixes sobreviveram) no tratamento de maior concentracao testada neste estudo
(22,5mg/L). As concentragdes de levamisol utilizadas neste ensaio foram calculadas de
forma que o valor utilizado na dosagem mais alta (22,5 mg/L) fosse inferior a metade do
valor estipulado como concentragdo média letal - CLso (61,63 mg/L) para garantir que o
quimioterapico ndo fosse aplicado em concentragdes tdxicas para os peixes.

Devido ao seu ciclo bioldgico direto e por utilizarem as branquias como uma
das localiza¢des preferenciais para se fixarem nos peixes, os Monogenoidea merecem
aten¢do devido a sua patogenicidade, ja que podem provocar lesdes nos tecidos, alteracdes
comportamentais, aumento da producdo do muco, hemorragias, hiperplasia nos filamentos
branquias e morte do peixe (Pavanelli et al. 2008). Nas infecgdes menos intensas as pequenas
lesdes podem funcionar como portas para infec¢des secundarias (Luque 2004). Neste estudo

Ligophorus uruguayense foi o Monogenoidea com maior prevaléncia, seguido pelos
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girodactilideos e por Solostamenides sp. (Tabela 4). Pahor-Filho et al. (2012) verificaram o
mesmo padrdo em juvenis de tainhas para L. uruguayense € Solostamenides platyorchis.

Dmitrieva et al. (2007) sugerem que haja uma especificidade de hospedeiro por
Ligophorus sp. devido aos relatos de infestagdes deste parasito exclusivamente em espécies
de mugilideos justificando os elevados indices de P(%) e IMI de Ligophorus sp. parasitando
branquias de espécimes de M. liza no presente estudo e em estudos semelhantes recentes
(Fiihr et al. 2012, Pahor-Filho et al. 2012, Failla Siquier & Ostrowski de Nufiez 2009). Os
peixes utilizados neste experimento foram coletados em arroios que desdguam na praia, que
podem apresentar variacdes severas da salinidade e temperatura ao longo do dia (Magliocca
et al. 1982). Por estarem sob essas condigdes estressantes, e pela disponibilidade do
hospedeiro especifico para Ligophorus sp. as infestagdes severas nos juvenis de tainha
podem ser justificadas. Além disso, o sistema imune dos juvenis de tainha ainda ndo esta
totalmente desenvolvido nesta fase no qual o animal se encontra, tornando-os hospedeiros
vulneraveis a altas infestagdes por Monogenoidea. Essa baixa eficiéncia do sistema imune ¢
elucidada por Tort et al. (2003) que afirma que a imunocompeténcia dos peixes ¢ notada nas
fases mais avangadas da vida dos peixes, onde o nimero de células imunocompetentes e o
contato com os parasitos tambem sdo maiores.

No presente trabalho, os banhos terapéuticos com levamisol s6 foram 100% eficazes
contra Gyrodactylus sp. nas dosagens igual ou superior a 15 mg/L. A vermifugacdo de L.
uruguayense nao apresentou resultados satisfatérios, ja& que a prevaléncia (37,9%) e a
intensidade média de infestagdo (5,72) deste parasito no grupo controle foram inferiores as
encontradas no tratamento com 22,5 mg/L de levamisol (41,4% e 6,75 respectivamente).
Este resultado sugere que os banhos terapéuticos com levamisol nas concentragdes € no
tempo testados neste trabalho, ndo influenciaram a infrapopulacdo de L. uruguayense nas

branquias de juvenis de M. liza. Schmahl et al. (1988) destacam a necessidade de

49



investigagdo especifica de antiparasitarios devido as diferengas bioldgicas que existem tanto
entre as espécies parasitas como entre os hospedeiros. Essa diversidade pode ser observada
nos resultados distintos que sdo descritos na literatura sobre a eficiéncia antiparasitaria do
levamisol. Taraschewsk et al. (1988) reportam a eficiéncia de banhos terapéuticos com 1
mg/L de levamisol durante 24 horas no controle do nematoide Anguillicola crassus, parasita
de bexiga natatéria de enguia europeia. Contrariando esses resultados Geets et al. (1992) em
condi¢des de agua salgada, ndo obtiveram resultados positivos para eliminar 4. crassus em
Anguilla anguilla nas dosagens inferiores a 20mg/L de levamisol, os autores ainda afirmam
que os resultados obtidos nos banhos de longa duragdo (6 dias) foram melhores do que os
observados nos banhos de curta duragao (24 horas), ressaltando a necessidade de focar em
testes que avaliem varias dosagens e tempos maiores de exposi¢do ao medicamento
possibilitando desprendimento por deterioracdo dos Monogenoidea nas branquias.
Hartmann (1989), também conduziu um estudo visando a eliminagdo de nematoides de
enguias e relatou que a dosagem de 5mg/L de levamisol por 24 horas foi efetiva em seu
estudo.

Uma hipétese a ser considerada ¢ que a baixa ou inexistente eficacia do farmaco pode
estar relacionada com os efeitos de contragdo muscular sobre as estruturas haptoriais de cada
espécie de parasito, mantendo-os mortos e ainda presos nos filamentos branquiais e
fornecendo uma falsa nocdo de baixa ou inexistente eficicia. Estudando o efeito de
tratamentos com anti-helminticos que controlem os Monogenoidea Gyrodactylus sp.,
Santamarina et al. (1991) observaram que nos testes in vitro, 100% dos Gyrodactylus sp. ndo
resistiram a 60 minutos de exposi¢ao ao levamisol na concentracdo de 100mg/L, porém essa
concentragdo foi totalmente ineficiente nos testes in vivo em que os parasitos mantiveram-
se fixados na nadadeira pélvica do hospedeiro, a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss,

mesmo depois de 3 horas de exposi¢do ao levamisol. Em compensagdo, Schmahl &
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Taraschewsh (1987) reportaram a eficicia do levamisol em testes in vivo na dosagem de 50
mg/L no controle das infestacdes por Gyrodactylus aculeati, obtidos de Gasterosteus
aculeatus e mantidos em truta arco-iris, estes resultados podem indicar que caracteristicas
espécie-especificas, anatomicas e fisioldgicas haptoriais possam influenciar na eficiéncia da
ancoragem do parasito quando ndo esta em seu hospedeiro adequado.

Por fim, este estudo demonstra que nas condigdes em que o experimento foi
realizado, 15 mg/L de levamisol em banhos de 24 horas ¢ indicado no controle de
Gyrodactylus sp. em juvenis de M. liza. Nao foi possivel avaliar a eficacia do levamisol para
o controle de Solostamenides sp. devido a P (%) nula deste parasito no grupo controle.
Considerando a baixa eficiéncia, baseada na presenca ou auséncia do parasito nas branquias
e superficie do corpo de M. liza, nas concentracdes testadas nos banhos profilaticos de 24
horas, o uso deste método neste tempo de exposicdo ndo ¢ recomendado no controle de L.
uruguayense.

Os resultados encontrados neste ensaio ndo se aplicam a outras espécies de peixes,
devido aos relatos de diferentes respostas de hospedeiros submetidos a banhos profilaticos

com levamisol em estudos similares.
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CONCLUSOES GERAIS

A mortalidade de Mugil liza causada pelo levamisol ¢ dose-dependente, a maior
letalidade relacionada ao levamisol para juvenis de tainha foi observada nos grupos
submetidos as maiores concentragdes (L90, L110 e L130). A concentragdo letal média
(CLs0-24n) do levamisol para juvenis da tainha M. /iza, com os comprimentos dos espécimes
utilizados no experimento, e sob as condigdes de qualidade de dgua descritas ¢ 61,63mg/L.

Nos primeiros minutos de exposi¢do o levamisol acarretou sinais clinicos de
intoxicacdo em todos os juvenis de M. liza, tais como: hiperventilacdo opercular,
hiperatividade, desequilibrio natatorial e dispneia e eventualmente morte.

Apoés o tratamento (7,5, 15 e 22,5 mg/L), dentre os grupos de ectoparasitos
encontrados nas branquias e superficie do corpo dos juvenis de Mugil liza utilizados neste
trabalho, Ligophorus uruguayense foi o que apresentou maior P (43,3%) e IMI (6,7), seguido

por Gyrodactylus sp. e Solostamenides sp.

No presente trabalho, os banhos terapéuticos com levamisol s6 foram 100% eficazes

contra Gyrodactylus sp. nas dosagens igual ou superior a 15 mg/L. Nao foi possivel avaliar a

eficacia do levamisol para o controle de Solostamenides sp. devido a P (%) nula deste parasito

no grupo controle. Considerando a baixa eficiéncia, baseada na presenga ou auséncia do parasito

nas branquias e superficie do corpo de M. liza, nas concentracdes testadas nos banhos

profilaticos de 24 horas, o uso deste método neste tempo de exposi¢do nao ¢ recomendado no

controle de L. uruguayense.
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Sugestoes para futuros estudos utilizando levamisol em tainhas, Mugil liza

1. Realizar outro experimento com as mesmas concentra¢des de levamisol usadas no
Capitulo 2 dessa dissertagao, porém durante tempos maiores de exposigao (7 ou 15
dias por exemplo)

2. Verificar se o tratamento com levamisol (oral ou banho) pode interferir no fator de
condicdo dos peixes.

3. Realizar experimentos com banhos terapéuticos com duragdes menores € maiores
concentracoes de levamisol.

4. Verificagdo da possibilidade dos parasitos morrerem com a agdo do levamisol e
continuarem presos aos filamentos branquiais

5. Realizar um experimento etoldgico para documentar os sinais de intoxicagdo apods a
exposicao das tainhas ao levamisol.

6. Monitorar o periodo e reinfec¢do pelos monogenodidea apds o tratamento.com
levamisol

7. Descrigao de possiveis danos branquiais e de uma possivel reversao desses danos
causados pela exposi¢ao ao levamisol.

8. Verificar as alteragdes hematoldgicas nas tainhas pelo uso do levamisol como
imunoestimulante.

9. Analisar se o efeito imunoestimulante do levamisol pode influenciar na elimingao de

parasitos
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