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Resumo Geral

A tainha, Mugil liza esta inserida entre as espécies com potencial de crescimento e de
mercado na piscicultura marinha brasileira. Contudo, dificuldades s@o encontradas no
sentido de prevenir e tratar doengas presentes nos animais em sistema de criacdo. A
utilizacdo de quimioterdpicos tem sido uma pratica comum para o controle de
enfermidades nas pisciculturas e pode ser vidvel quando a dosagem e o tempo de exposi¢ao
correto do medicamento forem usados. No controle terapéutico de enfermidades
parasitdrias os banhos de curta e longa duracio tem sido uma pratica comum. No entanto,
em tratamentos via banhos com farmacos de baixa solubilidade em dgua é de dificil
aplicagdo. O praziquantel (PZQ) e o mebendazol (MBZ) sdo farmacos indicados no
controle de doengas parasitarias na medicina humana e veterindria. Em peixes a eficiéncia
destes farmacos tem sido reportada através de diferentes espécies e métodos de aplicacdo.
No entanto devido a baixa solubilidade em 4gua, a aplicacdo destes fairmacos em forma de
banhos € dificultada. A lecitina € um fosfolipidio extraido da gema do ovo ou da soja e seu
principal componente é a fosfatidilcolina, podendo agir de diversas maneiras, como
dispersantes, estabilizantes, solubilizantes das formas farmacéuticas. A lecitina de soja é
considerada um bom veiculo para farmacos lipofilicos, sendo um dispersante da forma
solida na liquida. Sendo assim o objetivo deste estudo foi determinar a eficicia do PZQ e
do MBZ combinado a lecitina de soja (LS). Para isso os peixes foram coletados no arroio
do navio (32° 29° 48” S; 52° 26’ 74” O) e mantidos no Laboratério de Biologia de
Parasitos de Organismos Aquaticos. Foi realizado o teste da concentracio média letal
(CLsp-24 h), verificada a taxa de sobrevivéncia, o percentual de eficdcia e monitorado os
parametros de qualidade da 4gua. Foram realizadas necropsias de 40 peixes para
determinac¢do da presencga de parasitos e seus indices parasitolégicos. O teste da CLs5p-24 h
referente ao PZQ e MBZ combinado a LS, foi realizado nas seguintes concentragdes:
Controle, LSA, 0,5; 1,5; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 mg/L e controle, LS, 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0;
9,0; 12,0 mg/L, respectivamente, 30 peixes por concentracdo. Foram realizados trés
experimentos de eficicia com o PZQ: controle, LSA, 0,5; 1,5; 2,0 mg/L banhos de 30
minutos e 24 horas, respectivamente. As mesmas concentracdes também foram testadas em
banhos de 24 horas sem a presenca de dlcool na diluicao do PZQ. O teste definitivo com o
MBZ constituiu de trés concentracdes 4,0; 8,0; 12,0 mg/L, controle zero e o grupo

controle com LS (2,0 mg/L). Todos os experimentos foram inteiramente casualizados e em
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trés repeticOes simultaneas. As andlises dos dados parasitoldgicos foram feitas no
programa Quantitative Parasitology, as demais andlises estatistica consistiram na
realizacdo de andlises de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, com programa
estatistico sigmaStat 3.5 a 5% de probabilidade. Nas branquias de juvenis de tainhas houve
ocorréncia de Ligophorus uruguayense e Solostamenides platyorchis e digenéticos com
prevaléncia de 42,5%; 30% e 20%, intensidade média de infec¢ao/Infestacao (3.,5; 2,0 e
2,3), abundancia média de infec¢ao/Infestacao (1,5; 0,6 e 0,45), respectivamente. Nao foi
possivel determinar a CLsg24 n para ambos os farmacos. Os parametros de qualidade de
dgua ndo apresentaram diferenca estatistica. A taxa de sobrevivéncia foi superior a 90% em
30 minutos e 24 horas de banhos com o PZQ e superior a 80% em banhos com o MBZ.
Nao houve eficacia do PZQ apds 30 minutos de banho para L. uruguayense, mas foi eficaz
com percentual acima de 70% em 0,5; 1,5; 2,0 mg/L contra S. platyorchis, contra
digeneticos 0,5 mg/L foi efetivo em 83,3%. Apds 24 horas de banho com o PZQ diluido
em alcool e combinado a LS 2,0 mg/L foi efetivo contra L. uruguayense. Apos 24 horas de
banho com PZQ e LS sem dlcool houve eficécia para L. uruguayense de 59% e 76,7% em
1,5 e 2,0 mg/L, respectivamente. O MBZ foi eficaz 74,5% em 4,0 mg/L contra L.

uruguayense € 100% em todas concentracdes contra S. platyorchis e digenéticos.
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Abstract Geral

The mullet, Mugil liza is inserted between species with potential for growth
and market share in the Brazilian marine fish farming. However, difficulties
are encountered in preventing and treating disease in the animals in the
breeding system. The use of chemotherapy has been a common practice for the
control of diseases in fish farms and can be viable when the correct dosage and
duration of exposure of the drug are used. In therapeutic control of parasitic
diseases baths short and long term has been a common practice. However, in
the baths via treatment with drugs of low water solubility is difficult to apply.
Praziquantel (PZQ) and mebendazole (MBZ) are indicated drugs in the control
of parasitic diseases in human and veterinary medicine. In fish the efficiency
of these drugs has been reported by various species and methods of
application. However, due to low water solubility, the application of these
drugs in the form of baths is difficult. Lecithin is a phospholipid extracted
from egg yolk or soybeans and their main component is phosphatidylcholine,
which may act in several ways, such as dispersants, stabilizers, solubilizers of
dosage forms. Soy lecithin is considered a good vehicle for lipophilic drugs,
being a solid dispersant in the liquid. Therefore the aim of this study was to
determine the efficacy of PZQ and MBZ combined with soy lecithin (SL). For
this fish were collected in the stream of the vessel (32° 29' 48" S, 52° 26' 74"
W) and maintained in the Laboratory of Biology of Parasites of Aquatic
Organisms. Testing the median lethal concentration (LC50-24 h), the survival
rate checked the percentage of efficacy was conducted and monitored
parameters of water quality. Autopsies of 40 fish for the presence of parasites
and their parasitological indices were performed. The test of LC50-24 h
referring to PZQ and MBZ combined SL was performed at the following
concentrations: Control, LSA, 0.5; 1.5; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0 mg/L and control,
LS, 0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 5.0; 7.0; 9.0; 12.0 mg/L, respectively 30 fish per
concentration. Three experiments with PZQ efficacy were performed: control,
LSA, 0.5; 1.5; 2.0 mg/L baths, 30 minutes and 24 hours, respectively. The
same concentrations were also tested in baths of 24 hours without the presence
of alcohol in the dilution PZQ. The ultimate test with MBZ consisted of three

concentrations 4.0; 8.0; 12.0 mg/L, zero control and the control group with LS
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(2.0 mg/L). All experiments were randomized and three simultaneous
replicates. The analysis of parasitological data were made in Quantitative
Parasitology program, other statistical analysis consisted in performing
analyzes of variance (ANOVA) followed by Tukey test, with statistical
program SigmaStat 3.5 to 5 % probability. In the gills of juvenile mullet was
no occurrence of Ligophorus uruguayense and Solostamenides platyorchis and
digeneans with a prevalence of 42.5%; 30% and 20% , mean intensity of
infection/infestation (3.5, 2.0 and 2.3), mean abundance of
infection/infestation (1.5, 0.6 and 0.45), respectively. Unable to determine the
LC50-24 h for both drugs. The water quality parameters showed no statistical
difference. The survival rate was higher than 90 % in 30 minutes and 24 hours
PZQ baths and more than 80 % by bathing the MBZ. There was no efficacy of
PZQ after 30 minutes of bathroom L. uruguayense but was effective with
percentage above 70 % in 0.5; 1.5; 2.0 mg/L against S. platyorchis against
Digenetic 0.5 mg/L was effective in 83.3%. After 24 hours in the bathroom
with PZQ diluted in alcohol and combined with LS 2.0 mg/L was effective
against L. uruguayense. After 24 hours bath with PZQ and LS without alcohol
for L. uruguayense efficacy was 59% and 76.7% at 1.5 and 2.0 mg/L,
respectively. The MBZ were effective in 74.5% 4.0 mg/L to L. uruguayense

and 100% at all concentrations against S. platyorchis and Digenetic.
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura € praticada em ambito mundial com vistas a producdo de alimentos,
sendo o pescado o seu produto principal, em suas diferentes ramificacdes (Camargo &
Pouey 2005, Ostrensky et al. 2008, Gjedrem et al. 2012). O crescimento da produgio
aquicola no Brasil ocorre gradualmente. Dados mostram que em 2010 a produgdo atingiu
479.398 t, sendo a aquicultura marinha responsdvel por 85.057 t; um incremento na
producdo de 6,7% no ano (MAPA 2010). A aquicultura marinha se destaca, sobretudo, na
producdo de crusticeos, porém espécies de peixes marinhos s@o cogitadas para entrar no
cendrio produtivo da aquicultura. Como exemplos se destacam o robalo-peva
(Centroponus parallelus), o peixe-rei marinho (Odontesthes argentinensis), linguado
(Paralichthys orbignyanus) e tainhas (Mugil spp.) (Tsuzuki 2006, MAPA 2010).

Dentre as espécies marinhas de Mugil com potencial de crescimento e de mercado
na piscicultura marinha brasileira estd a tainha, Mugil liza (Mugilidae). E apesar de um
baixo valor de mercado nacional, destaca-se por possuir importdncia econdmica no
mercado internacional (Tsuzuki 2006, Saleh 2008, FAO 2012). A criagdo das tainhas se d4
em diversos paises do mundo, com destaque para Mugil cephalus, sua produ¢do mundial
em 2010 foi superior a 260 milhdes de toneladas. O Egito € atualmente o maior produtor,
outros paises produtores sdo a Coréia, Itdlia, China, Taiwan e Israel (FAO, 2012). Toda a
producdo de tainhas € consumida nos proprios paises produtores (Saleh, 2008; FAO,
2012).

Embora o potencial da aquicultura seja eminente no Brasil e em diversos paises do
mundo, o sucesso nesta atividade é limitado pelo surgimento e disseminacdo de patologias
associadas a parasitoses (Boeger e Vianna 2006). Surtos epizodticos sdo comuns € podem
provocar altas taxas de mortalidade, gerando significativas perdas econdmicas (Pavanelli et
al. 2002, Lester et al. 2009).

Diante desses desafios varios esfor¢os sao realizados a fim de minimizar os
impactos e melhorar o sucesso produtivo. As boas préticas de manejo sdo as principais
ferramentas aplicdveis na produ¢do como medida preventiva (Pavanelli et al. 2002,
Schalch et al. 2009). Porém, o dificil controle das condi¢cdes de cultivo torna necessarias
medidas emergentes, como o uso de quimicos para o tratamento de enfermidades ou
mesmo como medida profilatica (Moraes & Martins 2004, Fugimoto et al. 2006, Schalch
et al. 2009). Deve ser considerada a preocupacdo quanto ao uso de produtos quimicos na

aquicultura, incluindo a possibilidade dos efeitos adversos ao ambiente (Burka et al. 1997).
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Além disso, a utilizagdo indiscriminada de quimioterdpicos na piscicultura pode trazer
danos aos peixes, resisténcia a quimioterdpicos e ocasionar prejuizos ao produtor (Burka et
al. 1997, Pavanelli et al. 2002).

Diferentes tipos de quimioterdpicos para o combate a parasitoses t€m sido testados
e sua eficiéncia comparada, entre os mais citados na literatura destacam-se a formalina
(Fajer—Avila et al. 2003, Pahor-Filho et al. 2012), per6xido de hidrogénio (H202) (Bravo
et al. 2010), diflubenzuron, praziquantel, levamisol (Schalch et al. 2009), Schmahl &
Benini (1997), estudaram os derivados de Benzimidazol (Albendazol, Fenbendazol,
Bebendazol), Benzoato de Emamectina (Duston & Cusack 2002, Bravo ef al. 2008).

Dentre os farmacos com ac¢do antiparasitdria conhecidos na medicina humana e
veterindria o Mebendazol (MBZ) C;cH2N303 e o Praziquantel (PZQ) Ci9H24N,O; sdo
vermifugos com acgdo efetiva sobre varios grupos de parasitos como os cestdides,
trematédeos e nematdédeos (Mehlhorn 2001, Cioli & Pica-Mattoccia 2003).

O mebendazol pertence ao grupo dos benzimidazéis e atua inibindo a
polimerizacdo da tubulina apds ligar-se com a B-tubulina (Liu & Weller 1996). O uso de
benzimidazdis em criagdo de peixes ja foi reportado em diversos paises, em cultivos das
principais espécies de peixes comerciais, como enguias, Anguilla anguilla (Buchmann e
Bjerregaard 1990,, Buchmann e Bjerregaard 1990y), salmdo (Burka et al. 1997), e pargo,
Pagrus pagrus (Katharios et al. 2006). Com maior frequéncia a eficiéncia deste anti-
helmintico € reportada para a eliminacdo de monogendides (Tojo et al. 1992, Kim & Choi
1998)

O praziquantel (PZQ) é um fiarmaco amplamente usado na medicina humana
indicado contra a esquistossomose, na medicina veterindria no tratamento de trematédeos e
cestoides (Cioli & Pica-Mattoccia 2003) e, mais recentemente, estudos tem demonstrado
efetividade do farmaco contra parasitos de peixes (Kim & Kim 2002, Sharp et al. 2004,
Sudova et al. 2008).

O PZQ age alterando o equilibrio das células transportadoras de cdlcio, inibindo a
bomba de Na+, K*, resultando em contracdo involuntdria e paralisia da musculatura dos
vermes. Os danos causados no tegumento pelo fiarmaco e as alteracdes nas funcgdes
musculares levam a morte do parasito (Korolkovas 2004, Cioli &Pica-Mattoccia 2003).

Na piscicultura, a eficiéncia do mebendazol e do praziquantel sobre o organismo do
peixe tem sido estudada (Katharios et al. 2006, Schalch et al. 2009, Shirakashi et al. 2012).

Porém devido a natureza quimica de ambos os farmacos como baixa solubilidade diante de
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solventes como a dgua ou tipos de alcodis € inerente a dificuldade de utilizacdo em forma
de banhos (Taraschewsk et al. 1988). Geralmente tipos de alcodis, sdo usados na dilui¢ao
do praziquantel, no entanto é preciso investigar se esse solvente ndo influencia na sua
eficdcia (Stephens et al. 2003, Mitchell 2004, Sitja-Bobadella et al. 2006, Mitchell &
Hobbs 2007).

Nos tratamentos aplicados em forma de banhos, os produtos geralmente ficam
aderidos a borda dos tanques devido a baixa afinidade com as moléculas de dgua, assim o
farmaco nao estaria inteiramente disponivel na coluna da 4gua para entrar em contato com
os organismos a serem tratados (Schmahl & Benini 1997, Zagatto & Bertoletti 2006).

Os excipientes, também denominados de adjuvantes, sdo constituintes
farmacéuticos que auxiliam na obtencdo de formas medicamentosas estaveis, eficazes e
atraentes (Kalinkova 1999, Pifferi et al. 1999, Pifferi & Restani 2003) Suas principais
funcdes sdo de solubilizar, suspender, espessar, diluir, emulsificar, estabilizar, conservar,
colorir, flavorizar e assim, possibilitar o sucesso da forma farmacéutica final (Kalinkova
1999, Pifferi & Restani, 2003). Tecnicamente sdo componentes inativos, nao influenciando
nos tratamentos quantos presentes em farmacos utilizados na medicina humana (Fabiano et
al. 2011).

Um tipo comum de adjuvante sdo os emulsificantes, que atuam sobre a superficie
do liquido, provocando a suspensdo do mesmo, promovendo a interacdo entre as
superficies imisciveis e reduz a tensao interfacial. Desse modo, possibilitam a formacao de
uma emulsao de um liquido em outro através da combinag¢do de grupos polares com
apolares (Balbani et al. 2006).

A lecitina, fosfatidilcolina pura, ¢ um emulsificante que estd presente na gema do
ovo e também em grdos de soja. Os fosfolipidios purificados sao utilizados para fins
farmacéuticos sendo conhecida sua acdo no processo de solubilidade de drogas poucos
soliveis em dgua (Sznitowska et al. 2002).

Na aquicultura, estudos mostram que o uso de adjuvantes se faz necessario na
formulacdo de vacinas, otimizando assim as respostas imunes dos organismos tratados
(Anderson 1992, Lamas et al. 2008). Porém a contribuicdo destes constituintes para
melhorar a eficicia de produtos quimicos em banhos terapéuticos com a finalidade de
tratar peixes infectados/infestados por parasitos € pouco estudada.

O principal beneficio procurado na lecitina de soja neste trabalho serd o potencial

deste como dispersante da fase sélida do MBZ e PZQ na liquida (sistema de banho
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terapéutico) de maneira simples, com aspecto homogéneo, sem ocorrer aglomeracdo dos
farmacos no ambiente de tratamento. E, se possivel aumentar a eficicia do farmaco.

Com base no contexto apresentado, o objetivo da presente dissertacdo foi avaliar a
eficacia do uso do praziquantel e do mebendazol, combinado a lecitina de soja através de

banhos terapéuticos na eliminagdo de parasitos em juvenis de tainhas.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficidcia do praziquantel (PZQ) e do mebendazol (MBZ) combinado a
lecitina de soja, administrado na forma de banho, em juvenis de tainhas, Mugil liza, no

controle de parasitos.

Objetivos Especificos

1. Determinar a concentracdo letal pelo teste de toxicidade aguda (CL50-24h) do
praziquantel (PZQ) e do mebendazol (MBZ) combinados a lecitina de soja (LS) em tainha,
Mugil liza;

2. Avaliar a eficacia do PZQ diluido em alcool 50%, combinado a LS em banhos
terapéuticos, na eliminacdo de parasitos de tainhas;

3. Avaliar a eficdcia do PZQ, sem dilui¢do em élcool 50%, e combinado a lecitina
de soja, administrado na forma de banho na eliminagao de parasitos de tainhas;

4. Avaliar eficiacia do (MBZ) combinado a lecitina de soja administrado na forma

de banho no controle de parasitos de tainhas.
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CAPITULO 1

Eficacia do Praziquantel combinado a lecitina de soja via banho, no controle de

parasitos metazoarios em juvenis de tainha (Mugil liza)

Kamila Oliveira dos Santos!, Rogério Tubino Vianna!, Joaber Pereira J r
! Laboratério de Biologia de Parasitos de Organismos Aquéticos — LABIPOA - Instituto
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Este capitulo foi escrito de acordo com as normas da revista Aquaculture. (Elsevier).
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a eficidcia do praziquantel (PZQ) combinados a
lecitina de soja (LS), a fim de manter a dispersdo estdvel e assim otimizar a acdo
antiparasitaria desta droga no tratamento através de banhos em juvenis de tainhas Mugil
liza. Para isso, 40 peixes foram necropsiados para analise prévia da ocorréncia de parasitos
e calculados os indices parasitoldgicos. Foram realizados, o teste de crs0-24 n, monitorado a
sobrevivéncia dos peixes, os parametros fisicos e quimicos da 4gua e determinada a
eficdcia. O experimento I constituiu do teste da CLsg.24n, cOmo as seguintes concentracoes:
controle, LS, 0,5; 1,5; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 mg/L, em trés repeti¢cdes simultaneas, os peixes
foram mantidos em 10L de dgua, com densidade de 10 peixes por caixa. Foram realizados
trés experimentos (II, III e IV) de eficdcia com o PZQ. Os experimentos 1I e III foram
testados as seguintes concentragdes: controle, LSA, 0,5; 1,5; 2,0 mg/L durante 30 minutos
e 24 horas, respectivamente, distribuidos em 15 tanques com volume de dgua de 10,2 L. A
densidade foi de 35 peixes/tanque (0,7 g/peixe.L'l). O experimento IV testou as seguintes
concentracdes: controle, LS, 0,5; 1,5; 2,0 mg/L, sem a presenca do dlcool, durante 24
horas de banho. A distribui¢do dos peixes foi inteiramente casualizada. O tamanho médio e
peso médio dos peixes foram 2,47+0,27 (cm) e 0,25+0,10 (g), respectivamente. Houve
ocorréncia dos monogenoidea Ligophorus uruguayense, Solostamenides platyorchis e
digenéticos nao identificados no intestino delgado. Nao foi possivel determinar a
concentracdo letal média. A taxa de sobrevivéncia dos peixes foi de 98,1% (grupo
controle), 96,2% (LSA), 94,2% (1,5 mg/L) e 100% (0,5 e 2,0 mg/L) apds 30 minutos de
exposicao e eficiéncia para S. platyorchis de 85,7% (0,5 mg/L) e 71,4% (1,5 mg/L), em 0,5
mg/L foi eficaz 83,3% contra digenéticos. Apds 24 horas de banhos com o PZQ diluido em
alcool e combinado a LS houve sobrevivéncia dos peixes superior a 50% em todas as
concentracoes e eficicia de 70,4% em 2,0 mg/L contra L. uruguayense. No experimento
IV, com PZQ combinado a LS, sem a presenca de dlcool a sobrevivéncia dos peixes foi
igual ou superior a 90% em todos os grupos e a eficcia para L. uruguayense foi 59,0%
(1,5 mg/L) e 76,7% (2,0 mg/L). Esses resultados mostram que, banhos com o PZQ e LS
durante 24 horas sdo mais eficazes na remocgao de L. uruguayense, que independentemente
do tratamento utilizado e do tempo de exposicao S. platyorchis e digenéticos foram mais

suscetiveis a acdo do PZQ.

Palavras chaves: Eficicia, banhos, praziquantel, lecitina de soja.
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Abstract

The aim of this study was to determine the efficacy of praziquantel (PZQ) combined with
soy lecithin (SL) in order to maintain stable dispersion and thus optimize antiparasitic
action of this drug in treatment by baths in juvenile mullet Mugil liza. Therefore, 40 fish
were necropsied to examine prior to the occurrence of parasites and parasitological indices
calculated. The test LC50-24 h, monitored fish survival, physical and chemical parameters
of water and given the effectiveness were performed. The first experiment consisted of test
LC50 -24h, as the following concentrations: control, SL , 0.5; 1.5; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0 mg/L
in three simultaneous repetition, the fish were kept in 10L of water, with a density of 10
fish per box. Three experiments (II, III and IV) with PZQ efficacy were conducted.
Experiments II and III the following concentrations were tested: control, SLA , 0.5; 1.5;
2.0 mg/L for 30 minutes and 24 hours, respectively, over 15 tanks of water to 10.2 L. The
density of 35 fish/tank (0.7 g/peixe.L-'). Experiment IV tested the following
concentrations: control, SL, 0.5; 1.5; 2.0 mg/L, without the presence of alcohol bath for 24
hours. The distribution of fish off completely randomized. The average size and average
weight of the fish were 2.47 £ 0.27 (cm) and 0.25 = 0.10 (g), respectively. Was no
occurrence of Monogenoidea Ligophorus uruguayense, Solostamenides platyorchis and
unidentified digeneans in the small intestine. Unable to determine the median lethal
concentration. The survival rate of the fish was 98.1% (control group), 96.2 % (LSA), 94.2
% (1.5 mg/L) and 100% (0.5 and 2.0 mg/L) after 30 minutes exposure and S. platyorchis
efficiency of 85.7 % (0.5 mg / L) and 71.4% (1.5 mg/L), 0.5 mg/L was effective 83 3%
against digeneans . After 24 hours of bathing PZQ diluted in ethanol and combined there
SL survival of fish greater than 50% at all concentrations and efficacy of 70.4% at 2.0
mg/L to L. uruguayense. In experiment IV PZQ combined with SL without the presence of
alcohol fish survival was less than 90% in all groups for efficacy and L. uruguayense was
59.0 % (1.5 mg/L) 76.7% (2.0 mg/L). These results show that baths with PZQ LS for 24
hours and are more effective in removing L. uruguayense that regardless of the treatment
used and the exposure time S. platyorchis and digeneans were more susceptible to the

action of PZQ.

Key words: Effectiveness, baths, praziquantel, soy lecithin.
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1. Introducao

Segundo os dados do Ministério de Pesca e Aquicultura do governo do Brasil
(MPA, 2010) espécies de Mugil estao entre os peixes marinhos mais capturados no Brasil
em 2010. A produgdo total oriunda da pesca extrativa neste periodo foi de
aproximadamente 18.000 toneladas (MPA, 2010).

Em termos de aquicultura a tainha nao tem uma producdo estatistica representativa
no pais. Mas ha esfor¢os para desenvolver a sua criacdo no Brasil (Tsuzuki, 2006; Otsubo,
2010). Algumas experiéncias com cultivo experimental de tainhas no Brasil mostram que
esta ¢ uma espécie passivel de criacdo em sistema de policultivo, alem de resistente a
alguns desafios de confinamento, como tolerdncia a niveis varidveis de salinidade e
temperatura, atualmente ji € possivel obter alevinos de tainha através da inseminacgdo
artificial, alem de se desenvolver estudos sobre criopreservacao dos sémens da espécie
(Silva, 1975; Nomura, 1980; Tsuzuki; 2006; Otsubo, 2010).

Esses fatores corroboram para o desenvolvimento de técnicas de produgdo e para o
desenvolvimento de um pacote tecnoldgico para o cultivo da tainha.

Apesar de todos os avangos, ainda existem entraves que t€m dificultado a cria¢do
de espécies de peixes marinhos em cativeiro como, por exemplo, a falta de oferta de
alevinos durante todo o ano, sobrevivéncia, crescimento, custo de produgao de alevinos e
variabilidade genética (Planas e Cunhas, 1999; Liao et al. 2001). Outro problema
enfrentado pelos produtores sdo as parasitoses causadas por organismos de diversos grupos
(Fonséca et al., 2000; Lester et al., 2009; FAO, 2012; Fiihr, 2012; Pahor-Filho et al.,
2012).

Com a intensificacdo da producdo aquicola, um dos principais problemas inseridos
no cendrio produtivo € o acometimento dos peixes por parasitoses (Fonséca et al., 2000;
Lester et al., 2009; FAO, 2012). Os sistemas com altas densidades de estocagem tendem a
tornarem-se ambientes favordveis para a ocorréncia de surtos epizodticos. Nestes
ambientes, muitas vezes os peixes sdo submetidos a condi¢des adversas com a reducdo
extrema nos niveis de oxigénio dissolvido, aumento dos metabdlitos téxicos como o gas
carbonico (CO,), a amonia (NHs), o nitrito (NO7), alteracdes bruscas de pH, excesso de
material organico e o uso de produtos quimicos (Paperna, 1991; Thoney e Hargis, 1991;
Kubitza e Kubitza, 1999; Pavanelli et al., 2002).

Estes fatores agem como estressores e, nessas condigdes os patdgenos que ocorrem

naturalmente nos peixes podem constituir-se em grave ameaga ao sucesso da producdo.
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Isso porque muitas praticas de manejo realizadas nos sistemas de confinamento de forma
inadequada podem desencadear alteracdes do equilibrio organico que colocam em risco a
saude dos peixes (Pavanelli et al., 2002; Katharios et al., 2006; Huston et al., 2007;
Schalch et al., 2009; Onaka, 2009). Alteragdes no manejo podem minimizar os efeitos da
acdo dos parasitos no hospedeiro (Roberts e Powell, 2005). Porém, muitas vezes, essas
alternativas ndo sdo capazes de sanar o problema. Da mesma forma, quando os peixes se
encontram imunossuprimidos e debilitados devido a enfermidade causada por parasitos,
torna-se necessario o uso de quimioterdpicos para reduzir a carga parasitaria dos
hospedeiros (Buchmann e Bjerregaard, 1990ab; Martins, 2004; Moraes e Martins, 2004;
Fugimoto et al., 2006; Schalch et al., 2009).

Neste sentido, para o controle terapéutico das enfermidades parasitdrias, varios
protocolos t€m sido utilizados, como o uso de racdes medicadas e a aplicagdo de banhos
terapéuticos (Fajer—Avila et al., 2003; Martins 2004; Schalch et al., 2009).

Dentre alguns farmacos o praziquantel (PZQ) estd inserido nos protocolos para
controle de parasitos, tratando-se de um vermifugo ja testado em varias espécies de peixes,
com eficdcia positiva conforme a concentracao e método de aplicacdo (Sharp et al., 2004).
E um antiparasitario amplamente utilizado na medicina humana e veterindria. No entanto, é
comum na industria farmacéutica a ocorréncia de fairmacos pouco soldveis em dgua, sendo
isso uma barreira para o melhor desempenho na eficdcia da droga quando aplicado neste
meio (Persson et al., 2013). A baixa solubilidade em dgua é uma caracteristica do
praziquantel (Cioli e Pica-Mattoccia, 2003). Diante da caracteristica lipofilica muitas vezes
se faz necessdrio a aplicacdo de elevadas doses no meio aqudtico, a fim de atingir niveis de
eficicia satisfatorios. Isso levanta questdes como fatores de seguranca de dificil
determinacdo, efeitos adversos e até a falta de eficdcia, além do desperdicio da droga
(Chaud et al., 2010). Todos estes aspectos contribuem, em maior ou menor escala, para a
diminui¢do do sucesso econdmico de empreendimentos na aquicultura (Paperna, 1991;
Thoney e Hargis, 1991; Pavanelli et al., 2002).

O uso de aditivo ou excipiente em formulagdes farmacéuticas e na industria
alimenticia € empregado com frequéncia, com a finalidade de reduzir a tensao superficial
entre as fases sélidas e liquidas de uma mistura e assim, manter uma dispersdo estdvel
(Vissotto et al., 2006; Porter et al., 2007). Dentre estes aditivos e excipientes a lecitina de

soja € classificada como um fosfolipidio e segundo Fricker et al. (2010) os fosfolipidios
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sdo capazes de melhorar a biodisponibilidade, melhorar ou alterar a absorcao e liberacao de
farmacos com baixa solubilidade em agua.

Diante as varias questdes relacionadas ao uso de substincias utilizadas para
minimizacdo das doencas e dos fatores estressores nos peixes como o parasitismo, além
das poucas informacdes disponiveis sobre o uso de quimioterdpicos, em especial para
espécies marinhas com potencial de criacdo no Brasil.

E, considerando a importancia crescente de Mugil liza para a piscicultura marinha e
a necessidade de estabelecer parametros de utilizacdo de quimioterdpicos, tendo em vista
que M. liza é hospedeira de diferentes espécies de parasitos, (E.G.: crustidceos (copépodos)
(Knoff & Boeger, 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).

Este trabalho avaliou a eficicia do antiparasitirio PZQ em banhos terapéuticos
combinados com o uso do fosfolipidio (lecitina de soja) para manter a dispersdo estdvel e
assim otimizar os banhos terapéuticos em M. liza .

2. Material e Métodos

2.1. Coletas dos peixes

Os juvenis de tainhas, M. liza, de aproximadamente 2,47 + 0,27 cm de
comprimento padrdo e 0,25+0,10 g, foram coletados no més de Abril de 2013
(experimentos LII e III) e no més de maio (Experimento III), no Arroio do Navio (32° 29’
48”7 S; 52° 26’ 747 0O), que desdgua na Praia do Cassino, Rio Grande-RS. Foram
capturados com rede de arrasto com 3 m x 1,5 m e com malha de Smm.
2.2. Local do experimento e aclimataciao dos peixes

Apds a coleta no ambiente natural, os peixes foram transportados em baldes
contendo 4dgua do local da coleta até o Laboratério de Biologia de Parasitos de Organismos
Aquaticos (LABIPOA) da Universidade Federal de Rio Grande - FURG, onde foram
aclimatados em caixas de pldstico com capacidade de 15 L por trés dias. Os aquérios (N=
15) foram abastecidos com 4gua fornecida pela Companhia Riograndense de Saneamento
(CORSAN), sem fluxo continuo, aera¢do constante e salinidade artificial a 2,5%o, obtida
com o uso do sal marinho.

A densidade mantida durante a aclimatacdo foi de 15 peixes/L. Os peixes foram
mantidos sob foto periodo de 12 horas Luz/Escuro, temperatura média da dgua dos tanques

de 18,1 °C. A alimentagdo oferecida aos peixes consistiu de racdo comercial Alcon®, com
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45% de proteina bruta, ofertada quatro vezes ao dia. Os experimentos foram conduzidos
em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
2.3. Analise parasitoldégica prévia

Como forma de averiguar a presenga e diversidade de parasitos e seus indices
parasitolégicos um exame prévio foi realizado em 40 peixes. Para os ensaios foram
utilizados 30 peixes de cada tratamento.

O exame parasitolégico avaliou a parasitose nas branquias, esdfago, estdmago,
intestino, baco, figado, coragdo, cavidade abdominal e musculos; para contagem inicial de
ecto e endoparasitos. Apés, medidos e pesados os peixes foram insensibilizados por
concussao cerebral e necropsiados para coleta de parasitas. Os parasitos encontrados foram
processados conforme protocolo de Amato et al., (1991).

Parasitos das branquias foram fixados em formol 5%. A identificacdo dos
monogendidea foi feita segundo Boeger & Vianna (2006), Siquier & Nuifiez (2009) e
Pahor-Filho et al. (2012), ap6és montagem dos parasitos em ldminas permanentes com
Hoyer, segundo Humasong (1979).

Os parasitos coletados dos intestinos foram fixados em AFA por 24 h e mantidos
em alcool 70%. Foram corados com carmim de Semichon, clarificados em creosoto de
Faia e montados em laminas permanentes com bélsamo do Canad4. Para determinar a
eficicia 30 peixes de cada tratamento foram necropsiados e realizadas as andlise
parasitoldgica.

2.4. Delineamento experimental
2.4.1. Solucao estoque

O principio ativo do PZQ era de 99,9% de pureza. Foi utilizada a lecitina,
denominada comercialmente de lecitina de soja em pé (Solec F®), com 96% de pureza. O
dlcool utilizado para dilui¢io do PZQ foi o Alcool Etilico 99,5% PA.

Foi preparada uma solucdo estoque com 0,5 g de PZQ em 100 ml de Alcool Etilico
50% e armazenada em um frasco de vidro escuro. Desta solu¢do foram retiradas todas as
concentracoes testadas nos experimentos contendo dlcool.

Também foi preparada uma solugdo estoque de lecitina de soja (LS), para isto foi
adicionado 0,5 g de LS em 100 ml de dgua destilada. Em cada concentragao de PZQ foi
adicionado 2,0 mg/LL de LS. A concentracao de LS utilizada foi estabelecida segundo

Vissotto et al., 2006. Cada concentracdo de PZQ testada foi pipetada em um Becker e em
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seguida adicionada 2,0 mg/L de LS a cada Becker com o PZQ.

2.4.2. Experimento I: Determinacio da concentracao letal média (CL50) do
Praziquantel (PZQ) combinados a lecitina de soja (LS) em 24h para juvenis de
tainhas, Mugil liza:

A determinacdo da CLsy foi realizada num periodo de 24 horas e estimada de
acordo com o método Spearman — Karber, segundo Hamilton et al., (1997). Foram testadas
8 concentracdes, constituidas de trés repeticoes: Controle (negativo), LSA (controle
positivo), 0,5; 1,5; 2,5; 5,0; 7,5; 10 mg/L.

A cada concentragdo foi adicionado 2,0 mg/L de LS. A quantidade de édlcool 50%
no grupo LSA foi de 20 ml, igual a concentragdo deste solvente presente na maior
concentracdo. O sistema sem renovacdo de dgua durante as 24 horas de ensaio.

Em seguida foram retiradas as concentracdes testes, a partir da solugdo estoque, e
adicionada a LS a cada uma das concentra¢des. ApOs a realizacao dos testes foi verificada
a sobrevivéncia dos peixes em cada unidade experimental.

Com base nos resultados do teste de CLs,, foram escolhidas as concentracdes que
asseguraram sobrevivéncia igual e/ou superior a 50% em cada tratamento. Foram
utilizados 240 peixes (10 peixes/aqudrio) de aproximadamente 2,24 + 0,20 cm de
comprimento padrao e 0,24+0,12 g.

2.4.3. Experimento II e III: Determinaciao das doses eficazes do Praziquantel (PZQ)
diluido em alcool 50% e combinado a lecitina de soja administrado via banho durante
30 minutos e 24 horas, respectivamente, em juvenis de tainhas, M. liza:

Foram utilizadas as concentra¢des descritas na Tabela 1, cada uma com trés repeti¢des
simultineas (Tabela 1).

Tabela 1

Delineamento experimental dos testes definitivos com o PZQ diluido em d&lcool e
combinado a LS, em Mugil liza.

Concentracgoes (mg/L)

Tempo Controle LSA 0,5 1,5 2
Experimento I~ 30 min X X X X X
Experimento III 24 h X X X X X
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Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em cada tratamento. No experimento 11
os peixes foram expostos as solugdes durante 30 minutos. O tamanho médio dos peixes foi
2,42 +0,42cm e peso médio de 0,29 +0,11g, distribuidos em 15 tanques com volume de
dgua de 11L, a densidade foi de 35 peixes/tanque (0,7 g/peixe L") (Tabela 1).

No experimento IIl os peixes foram expostos as solucdes durante 24 horas. O
tamanho médio dos peixes foi 2,45 +0,19 cm e peso médio de 0,28+0,09 g, distribuidos em
15 tanques com volume de dgua de 10,2 L, a densidade foi de 35 peixes/tanque (0,7
g/peixe L) (Tabela 1).

2.4.3. Experimento IV: Determinacdo das doses eficazes do Praziquantel (PZQ)
combinado a lecitina de soja administrado via banho durante 24 horas, em juvenis de
tainhas, M. liza:

No experimento IV os peixes foram expostos durante 24 horas, neste ensaio nao
houve dilui¢do do PZQ em 4lcool.

O tamanho médio dos peixes foi 2,26 +0,13cm e peso médio de 0,22+0,05g,
distribuidos em 15 tanques com volume de 4gua de 11,2L, a densidade foi de 35
peixes/tanque (0,7g/peixe. L") (Tabela 2).

Tabela 2

Delineamento experimental do teste definitivo com o PZQ sem diluicao em dlcool e
combinado a LS, em Mugil liza.

Experimento IV

Concentracoes (mg/L)

Tempo do Banho 24 horas Controle LS 05 1,5 2,0

2.5. Analise dos parametros fisico-quimicos da agua

A qualidade da agua foi avaliada através das andlises dos parametros fisicos e
quimicos monitorados em todos os experimentos.

As varidveis temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH foram
determinadas por sondas multiparamétricas digitais, medidas diariamente.

A salinidade foi obtida com adi¢do de sal marinho na caixa de abastecimento dos
aqudrios e verificada com refratobmetro, medida duas vezes ao dia (pela manha e pela
tarde). A concentracdo de amonia-total foi mensurada semanalmente mediante o uso de kit

comercial (Labcon Test ®).
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2.6. Sobrevivéncia (%)

A taxa de sobrevivéncia dos peixes apds os tratamentos foi calculada através da
seguinte féormula:
Sobrevivéncia (TS%) = Nf x 100
Ni

Onde Nf: Numero final de individuos, Ni: Numero inicial de individuos.
2.7. Eficacia (%)

A eficdcia foi verificada 24 horas apds o termino dos tratamentos, e estimada

segundo Martins et al. (2001) e Onaka et al. (2003), através da seguinte férmula:

Eficacia = MGC- MGT x 100
MGC

Onde: MGC: Média do nimero de parasitos do grupo controle.

MGT: Média do niimero de parasitos do grupo tratado.
2.8. Analises estatisticas

Os resultados de qualidade da 4gua nos experimentos foram comparados através da
andlise de variancia (ANOVA). Quando encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos para cada varidvel, foi aplicado o teste de Tukey para comparaciao das médias.
As anélises foram realizadas a 5% de probabilidade

Foram calculados os indices parasitolégicos de Prevaléncia (P%), Intensidade
Média de Infec¢ao (IMI) e Abundancia Média (Ay), conforme Bush et al., (1997) para
cada uma das espécies parasitas encontradas. Para a comparagdo dos indices
parasitolégicos foi usado o programa Quantitative Parasitology (Rézsa et al., 2000).

3. Resultados

3.1. Parasitos e indices parasitolégicos dos peixes em ambiente natural

Os metazodrios parasitas encontrados foram: monogenoidea nas branquias
Ligophorus cf. uruguayense (Ancyrocephalidae) (Figura 1-1), Solostamenides cf.

platyorchis (Microcotylidae) (Figural-2) e Digenea (ndo identificados) no intestino
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delgado (Tabela 3) (o uso da abreviacdo cf. nos nomes especificos de Ligophorus
uruguayense € Solostamenides platyorchis, € utilizado aqui como forma de informar que a
identificacdo destas espécies € ainda preliminar e serdo usadas apenas aqui. Assim as

préximas citagdes destas espécies serdo feitas sem o “cf”).

Fig. 1. (1) Ligophorus uruguayense e (2) Solostamenides platyorchis nas branquias de
Mugil liza coletadas no arroio do navio (32° 29’ 487 S; 52° 26° 74” O), (1-a) 6rgao
copulador, (1-b) haptor (b-1= ganchos; b-2= ancora ventral; b-3= barra dorsal e b-4= barra
ventral). Aumento 20x, Barra = 58 pm. (2-c) 6rgdo copulador, (2-d) haptor. Aumento=
20x; barra =92,5 um

Tabela 3

Indices parasitolégicos, (P) Prevaléncia (%), (IMI) Intensidade Média de

Infeccao/Infestacdo e (MA) Abundincia Média de Infec¢do/Infestagcdo de juvenis de tainha
(Mugil liza) (N amostrado = 40), em ambiente natural, Arroio do Navio (32° 29’ 48” S; 52°
26’ 747 O).

Espécies Parasitas IMI P(%) Ay
Ligophorus uruguayense 3,5 42,5 1,5
Solostamenides platyorchis 2 30 0,6
Digenea 2.3 20 0,45
3.2. Qualidade de agua

Nos experimentos II, IIT e IV ndo houve diferencas significativas nos parametros de
qualidade de dgua o pH ( potencial hidrogeonico), temperatura (°C), oxigénio dissolvido

(OD), amonia total (ppm) e salinidade.
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Tabela 4

Parametros da qualidade de 4dgua (médias £ DP) durante os banhos terapéuticos com
juvenis de tainha, Mugil liza, expostos a diferentes concentracdes de Praziquantel (PZQ).
Experimentos II: 30 minutos e III: 24 horas, PZQ diluido em &lcool (50 %) e combinado
com lecitina de soja (2 mg/L). Experimento IV PZQ combinado a dgua e a lecitina de soja
(2,0 mg/L), sem dlcool, durante 24 horas. (T° C = Temperatura da dgua em graus

centigrados; OD= Oxigénio dissolvido).

Tratamentos Parametros de Qualidade da Agua

Concentracoes (mg/L) pH T° C A(g;?;i)a (mg/]L) 1) Salir;j(()lade

Controle  7,6+0,0a 20,3+0,0a 0,5#09a 122+13a 25%00a

LSA 7,5#0,1a 202+0,1a 0,5+0,0a 104+02a 25+0,0a

Fxp erll;n ento 0,5 74+0,la 19,6¢02a 03#0,la 11,8404a 2.5%00a

1,5 74202a 19,7+0,1a 0,4400a 12,8+0,9a 2.5%0.0a

2 7,540,1a 20,0+02a 0,5+0,0a 112+05a 2-%¥00a

Controle 7.8#0,0a 20,8+04a 0,3x0,1a 13,1+2,1a 2.5¥00a

LSA 7,5#02a 20,1#02a 0,5+£0,0a 11,3#0,4a 2,5+0,0a

EXpeﬁIInento 0,5 744022 199+0,1a 04+0,1a 10,1+04a 25002

1,5 73+0,0a 19,9+0,1a 0,5+0,0a 10,5+0,8a 2.5%0.0a

2 74+02a 20,0+0,1a 05+0,0a 112+04a 2.5¥00a

Controle 7,6+0,1a 17,120,1a 0,5+0,0a 12,120,0a 2.530.0a

LS 7,7#0,1a 17,240,0a 0,5+#0,0a 12,0£0,0a 2.5¥0.0a

Fxp e;i\lfllento 0,5 7,6+0,0a 17,1x0,0a 0,5#0,1a 124+03a 2.5¢00a

1,5 7,620, a 17,240,1a 0,540,1a 12,020,2a 2.5#0.0a

2 78+0,1a 17,120,0a 0,5+0,1a 123+0,1a 2.5¥0.0a

Médias seguidas de letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as concentracdes de exposicao.

3.4. Concentracao letal média (CL50-24h)

No experimento I que determinou a CLsg (24 h) com o uso de PQZ combinado a

lecitina de soja ocorreram mortalidades inferiores a 50% com as doses exploradas. Nao foi
possivel estimar, desta forma, a concentracdo letal média, que leva a mortalidade metade
da populacdo dos peixes. Em 30 minutos de exposi¢do nao houve mortalidade dos peixes,

nas concentracdes de 1,5; 2,5; 5,0 e 10 mg/L (Tabela 5).
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Em 24 horas apds a exposi¢ao ao PZQ houve mortalidade em todos os grupos,
porém a foi baixa. Em 10 mg/L houve a menor taxa de sobrevivéncia registrada 83,3%.
Nao foi possivel estimar a partir destas, as concentragdes para o teste definitivo.

Os parametros de qualidade de dgua durante o teste da CLsy (24 h), nao
apresentaram diferencas significativas (p<0,05).
Tabela S

Valores de sobrevivéncia de juvenis de tainhas, Mugil liza no teste da/CLso, durante 24
horas, em exposicdo a diferentes concentracdoes de PZQ, diluido em Alcool (50 %) e
combinado a lecitina de soja (2,0 mg/L).

Sobrevivéncia (%)

Concentragao
(mg/L) 30 Minutos 24 horas

Controle 96,7 90,0
LSA 95,4 92,0

0,5 96,7 93,3

1,5 100,0 93,3

2,5 100,0 90,0

5,0 100,0 90,0

7,5 90,0 86,7

10,0 100,0 83,3

3.5. Porcentagem de Sobrevivéncia nos experimentos

No experimento II que consistiu de banhos com PZQ diluido em dlcool 50%, e
combinado a LS administrado durante 30 minutos a sobrevivéncia foi 98,1% (grupo
controle), 96,2% (lecitina e édlcool), 100,0% (0,5 mg/L), 94,2% (1,5 mg/L) e 100% (2,0
mg/L) (Figura 2- A). O indice de mortalidade mais elevado foi no experimento III (26,9%)
em 1,5 mg/L, constituido de banhos com PZQ diluido em dlcool 50%, combinado a LS
administrado durante 24 horas, (Figura 2- A), porém a mortalidade ndo foi igual ou
superior a 50% em nenhuma das concentracOes testadas. Neste experimento a taxa de
sobrevivéncia no grupo controle foi 96,2 %, no grupo exposto a LSA 73,1%, em 0,5 mg/L
(80,8%), 1,5mg,/L (69,2%) e em 2,0 mg/L a sobrevivéncia foi de 78,8%. O experimento
IV, tratamento contendo PZQ combinado a LS a taxa de sobrevivéncia no controle, no
grupo exposto a LS e a 2,0 mg/L de PZQ foi de 96%. Nos grupos expostos a 0,5 e 1,5

mg/L a sobrevivéncia foi 92% e 88%, respectivamente (Figura 2- B).
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Fig. 2. Sobrevivéncia de tainha, Mugil liza, apés banhos terapéuticos de curta (30 minutos)
e longa (24 horas) duracao em diferentes concentracdes de Praziquantel (PZQ) combinado
a LS (2,0 mg/L) e PZQ adicionado a d4gua e combinado a LS (2,0 mg/L) através de banhos
terapéuticos durante 24 horas.

3.6. Porcentagem de Eficacia

O nimero de 30 de peixes para determinar os indices parasitologicos sofreu
variacdo, devido a mortalidade ao longo dos experimentos. L. uruguayense apresentou
prevaléncia de 99,9% e intensidade média de infestac@o (18,5), seguido por S. platyorchis
em juvenis de tainhas utilizados nos ensaios.

No experimento II houve diferenca estatistica (P>0,05) na prevaléncia de parasitos
no grupo exposto a 0,5 mg/L, este grupo foi igual ao controle porem diferente do grupo
LSA (Tabela 6).

A Intensidade média de infestac@o para L. uruguayense nos grupos 0,5 e 1,5 mg/L
apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo tratado com LSA. S.
platyorchis ndo apresentou diferenca estatistica em nenhum indice parasitologico (Tabela
6). Os digenéticos apresentaram prevaléncia e intensidade média infec¢do significativa
(P>0,05) na concentragdo de 0,5 mg/LL com o grupo controle e entre as demais

concentracdes LS, 1,5 e 2,0.
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Tabela 6

Valores médios dos indices parasitolégicos de (P) Prevaléncia (%), (IMI) Intensidade
média de Infeccao/Infestacao e (MA) Abundancia média de infec¢dao/Infestacdo de juvenis
de tainha, M. liza, expostos a diferentes concentragdes de PZQ, diluido em Alcool (50 %)
combinado a LS (2,0 mg/L) através de banhos terapéuticos com duragcdo de 30 minutos
(Experimento II).

Indices Concentracoes (mg/L)
Parasitos
Parasitolégicos Controle LSA 0,5 1,5 2,0
PN 30 30 30 30 22
PP 21 20 23 27 20
Ligophorus
IMI 11,6 a 18,55ab 10,00 ac 10,11a 9,10a
uruguayense
P (%) 70,0a 66,7 ab 76,7 a 90,0 ac 90,9 a
MA 8,2a 12,4 ab 7,7 ac 9.1a 83a
PN 30 30 30 30 22
PP 4 3 1 1 3
Solostamenides
IMI 1,75a 2,00a 1,00a 2,00a 2,332
platyorchis
P (%) 13,3a 10,0a 3,3a 3,3a 13,6%
MA 0,2 0,2 0,03 0,1 0,3
PN 30 30 30 30 22
PP 10 9 3 4 3
Digenea IMI 1,80 a 3,56 a 1,00 b 3,35a 2,33 a

P (%) 333a 30,0a 10,0 b 13,3a 13,6 a

MA 0,6 a 1,1a 0,1a 04a 0,3a

(PN) peixes Necropsiados; (PP) Peixes Parasitados. Valores seguidos de letras mintscula
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05) entre as concentraces de
exposicao, foram comparados entre o controle e cada concentragio entre si.

No experimento IIl L. uruguayense apresentou prevaléncia de 90,0% no grupo

controle e no grupo tratado com LSA, sem a presenca do antiparasitirio PZQ, a
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prevaléncia foi 93,8%, ndo houve diferencas estatisticas entre os valores dos indices
parasitolégicos encontrados (Tabela 7).

Ja o grupo tratado com 0,5; 1,5 e 2,0 mg/L de PZQ houve diferenca estatistica
(P>0,05), apresentando menor prevaléncia 62,5; 59,1 e 57,1% respectivamente, quando
comparado ao controle e LSA (Tabela 7).

Para S. platyorchis e digenéticos a prevaléncia foi baixa e sem diferencas
estatisticas no experimento III.

A ocorréncia de digenéticos no experimento III se deu apenas no grupo controle e
grupo exposto a LSA e sem diferenca estatistica.

Tabela 7
Valores médios dos indices parasitologicos, (P) Prevaléncia (%), (IMI) Intensidade média
de Infestacio e (MA) Abundancia média de Infeccdo/Infestacdo de juvenis de tainha,

Mugil liza, submetidos aos banhos com PZQ diluido em Alcool e combinado 2 LS por de
24 horas (Experimento III).

Indices Concentracoes (mg/L)
Parasitos
Parasitolégicos Controle LSA 0,5 1,5 2,0
PN 20 16 24 22 28
PP 18 15 15 13 16
Ligophorus
IMI 9.8 a 132a 154a 17,7a 46a
uruguayense
P (%) 90,0 a 93,8a 62,5bc 59,1 bc 57,1 bc
MA 8,8a 124 a 96a 10,5a 26a
PN 20 16 24 22 28
Solostamenides PP 4 3 0 1 0
platyorchis IMI 0 0 0 1,00 0
P (%) 0 0 0 4,5 0
MA 0 0 0 0,04 0

(PN) peixes Necropsiados; (PP) Peixes Parasitados. Valores seguidos de letras minudscula
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05) entre as concentraces de
exposicdo, foram comparados entre o controle e cada concentra¢do em si.
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No experimento IV os indices parasitologicos ndo apresentaram diferenca
significativa para L. uruguayense (Tabela 8).

Nos peixes expostos a 0,5, 1,5 e 2,0 mg/L nao foi possivel estimar a prevaléncia, a
intensidade e a abundancia média de infestacao para S. platyorchis pois ndo foi observada
a ocorréncia deste parasito nestes grupos.

E, embora tenha sido encontrado S. platyorchis parasitando as tainhas nos grupos

controle e LS, ndo houve diferenga significativa (Tabela 8).
Tabela 8

Valores médios dos indices parasitolégicos, (P) prevaléncia (%), (IMI) intensidade média
de infeccdo/Infestacdo e (MA) abundincia média de infeccdao/Infestacio de juvenis de
tainha, Mugil liza, expostos a diferentes concentracdes de PZQ em dgua e LS (2,0 mg/L)
através de banhos terapéuticos com duragdo de 24 horas (Experimento IV).

Indices Concentracoes (mg/L)
Parasitos
Parasitolégicos Controle LS 0,5 1,5 2,0
PN 19 20 16 22 19
PP 11 11 9 6 6
Ligophorus
IMI 545a 2,64a 633a 3,67a 233a
uruguayense
p(%) 579a 550a 563a 273a 3l6a
MA 15a 32a 3.6a 1,0a 0,7a
PN 19 20 16 22 19
Solostamenides PP 2 2 0 0 0
platyorchis IMI 300a 2,00a 0 0 0
P (%) 10,5 a 10,0 a 0 0 0
MA 0,3a 0,2a 0 0 0

(PN) peixes Necropsiados; (PP) Peixes Parasitados. Valores seguidos de letras
minudscula diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05) entre as
concentracdes de exposi¢ao, foram comparados entre o controle e cada concentracao
entre si.

Os resultados da eficdcia nos experimentos II, III e IV estdo descritos na tabela 9.
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Tabela 9

Eficidcia (%) de diferentes concentracdes de Praziquantel (PZQ), combinado a LS (2,0
mg/L) em banhos terapéuticos de curta e longa duracdo (30 minutos e 24 horas,
respectivamente) contra (L. uruguayense e S. platyorchis) e digenéticos. Experimentos II e
III: PZQ diluido em Alcool (50 %) e combinado a LS através de banhos terapéuticos com
duracdo 30 minutos e 24 horas, respectivamente. Experimento IV: PZQ adicionado a dgua
e a LS através de banhos terapéuticos com duracdo de 24 horas. * LS= Lecitina de Soja e

LSA= Lecitina de Soja e Alcool.

Tratamentos Eficacia (%)
mg/L L. uruguayense  S. platyorchis  Digenéticos
LSA 0 14,3 0
0,5 6,1 85,7 83,3
Experimento
11 1,5 0 71,4 27,8
2,0 0 40 47
LSA 0 100 79,2
0,5 0 100 100
Experimento
I 1,5 0 100 100
2,0 70,4 100 100
LS 54,1 36,7
0,5 0 100
Experimento
10Y 1,5 59 100
2,0 76,7 100

4. Discussao
4.1. Parasitos encontrados na natureza

A classe Monogenoidea é formada em sua maioria por ectoparasitos (Boeger &

Vianna 2006) e parasitam numerosas espécies de peixes, apresentam um grau
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relativamente alto em especificidade de hospedeiros e a maioria das espécies de peixe sdo
infestados por mais de uma espécie (Bush et al., 1997, Rubio-Godoy, 2008). Os
monogendides tém sido responsdveis por importantes surtos epizodticos com
consequéncias sérias, particularmente na aquicultura (Rubio-Godoy, 2008).

No presente estudo L. uruguayense foi o monogendide mais prevalente nas tainhas
examinadas, seguido por S. platyorchis e por digenéticos. Estas espécies também foram
relatados por Pahor-Filho et al. (2012) e Fiihr et al. (2012).

Pahor-Filho et al. (2012) verificaram o mesmo padrdao de ocorréncia em juvenis de
tainhas, para L. uruguayense, S. platyorchis e Digenea. No entanto, a prevaléncia de S.
platyorchis observada neste estudo (30%) € superior aos 10% reportados por Pahor-Filho
et al. (2012). Além disso, a IMI e MA de L. uruguayense encontrada neste estudo foram
inferiores ao encontrado por Pahor-Filho et al. (2012) no mesmo hospedeiro e na mesma
regido de estudo.

A quantidade de espécies também foi inferior. Essas diferencas nos indices
parasitarios podem estd relacionados ao periodo de amostragem dos trabalhos, feitos em
épocas diferentes.

4.2. Qualidade da Agua

A qualidade de dgua € importante no sucesso produtivo de peixes. E necessario o
acompanhamento dos parametros fisicos e quimicos da dgua antes e durante a
administracdo de quimicos, pois qualquer alteracdo pode interferir na eficécia e toxicidade

dos produtos (Gomes, 2001; Schalch et al., 2009).

No modelo experimental aplicado ndo ocorreram alteragdes significativas nos
parametros de qualidade de &dgua. Os parametros de qualidade da &dgua analisados
permaneceram dentro da faixa estimada como zona de conforto para o cultivo de tainhas

(Fonseca Neto & Spach, 1999; Okamoto et al., 2006; Pahdor- Filho et al., 2012).

Estes resultados corroboram com-Kim & Cho (2000) e Schalch et al. (2009) que
ndo observaram variagdo dos parametros de qualidade da 4gua na utilizacdo do PZQ como

anti-helmintico em outras espécies de hospedeiros.
4.3. Efeitos do solvente e determinacao da CLs

O élcool é o solvente de referéncia em diversos trabalhos com o PZQ. No presente

estudo a dilui¢do ocorreu em alcool 50%, porém outros trabalhos ja reportaram a diluicao
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do PZQ em dlcool a 100% e 70% (Stephens et al., 2003; Mitchell, 2004; Sitja-Bobadella et
al., 2006; Mitchell e Hobbs, 2007; Mitchell e Darwish, 2009). Stephens et al. (2003)
afirmam que o dlcool ndo afetou significativamente a sobrevivéncia de Glaucosoma
hebraicum. Neste estudo, a menor taxa de sobrevivéncia 69,2% observada no experimento
III, no grupo exposto a 1,5 mg/L de PZQ combinado a 2,0 mg/L de LS durante 24 horas.

No presente estudo ndo foi possivel determinar a concentracdo da CLsg-24h para o
PZQ em juvenis de tainhas, a partir das concentracoes de 0,5; 1,5; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg
de PZQ /L. A auséncia de mortalidade iguais ou acima de 50% nas concentragdes testadas
indica que os organismos foram resistentes ao firmaco no tempo de exposi¢ao de 24 horas.

Os valores de CL50 alcancados para outras espécies (Obiekezie e Okafor 1995,
Mitchell e Hobbs 2007,) foram superiores aos testados no presente estudo (Tabela 10).
Além disso, a auséncia de mortalidade nas concentragdes utilizadas durante todos os testes
sugere que os organismos ndo foram sensiveis para este firmaco em exposi¢do tanto a
curto como a longo prazo.

Para a carpa capim, Ctenopharyngodon idella a Clsp4n na concentracdo de
63,4mg/L de PZQ levou a 100% de mortalidade (Mitchell e Hobbs, 2007). Além disso,
diferente do observado por Mitchell e Hobbs (2007) que mencionam letargia
(movimentagdo lenta) nos peixes apos 2h de exposicao a 20-30mg/L, no presente trabalho
0s peixes ndo apresentaram respostas comportamentais semelhantes durante o ensaio de
CLs0.24n € também ndo morreram.

Tabela 10

Valores de CLs(.24n para o uso de Praziquantel (PZQ) em diferentes espécies de peixes.

Concentragao
Espécie CLso24n Referéncia
(mg/L)

Notemigonus crysoleucas 55,1 Mitchell e Hobbs (2007)
Ctenopharyngodon idella 63,4 Mitchell e Hobbs (2007)
Clarias gariepinus 13,4 Obiekezie e Okafor (1995)
Mugil liza Nao Presente Estudo

determinado

Os diferentes valores de CLsy relatados para peixes podem ser relacionados a
diversas caracteristicas ambientais em que 0s animais estavam expostos como, a qualidade

da agua, os tamanhos dos espécimes utilizados e a capacidade de resisténcia bioldgica a
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agentes quimicos apresentados por cada espécie (Azevedo e Chasin 2003, Pavanelli et al.,

2002).

A literatura mostra ainda que diferentes espécies podem responder de maneira
diferente quando expostos ao mesmo produto (Stephens et al., 2003; Sitja-Bobadella et al.,
2006; Mitchell e Hobbs 2007; Mitchell e Darwish, 2009), o que torna evidente a
necessidade de prudéncia ao determinar doses e tempos de administracao para cada espécie

alvo de trabalho.
4.4. Taxa de sobrevivéncia das tainhas durante os tratamentos

Os resultados de sobrevivéncia mostraram que apenas no experimento III que
constituiu da presenca do PZQ, lecitina e dlcool por 24 de exposi¢do, houve as menores
taxas de sobrevivéncia 69,2% no grupo exposto a 1,5 mg/L.

Isso sugere que a presenca do dlcool combinado PZQ e a LS ou apenas o élcool e a
LS podem influenciar a taxa de sobrevivéncia em 24 horas de exposi¢do, quando
comparado ao experimento I que seguiu o mesmo o procedimento de exposi¢do, porém
em tempo inferior de 30 minutos e ao experimento IV, sem a presenca do dlcool em
exposicao de 24 horas onde a sobrevivéncia foi superior.

Taxas de sobrevivéncia semelhantes as observadas no experimento II e IV do
presente estudo também foram observadas por Forwood et al. (2013a) onde 93% de
sobrevivéncia para Bidyanus bidyanus (Terapontidae) apds banhos de 48 horas com 10
mg/L de PZQ. Isso sugere que o tempo de exposi¢do ndo influenciou na sobrevivéncia das
tainhas, mas ao mesmo tempo refor¢a a idéia de que a composicdo quimica utilizada no
presente estudo foi o principal fator para os resultados obtidos.

Ap6s ministrar altas concentragdes de PZQ por um curto periodo de tempo em B.
bidyanus, Fordwood et al. (2013b) observaram mortalidades porém sem diferencas
estatisticas com relagc@o ao grupo controle.

J4 Fajer-Avila et al. (2007) relatam que nio houve mortalidade de Pargos, Lutjanus
guttatus (Lutjanidae) em banhos com 4,5 e 3,5 mg/L de PZQ durante 14 e 24 horas,
respectivamente. A ocorréncia da sobrevivéncia relatada por Fordwood et al. (2013b) e
Fajer-Avila et al. (2007) corroboram os resultados observados nos experimentos Il e IV do
presente estudo. No experimento IV a taxa de sobrevivéncia foi de 100% em todos os
tratamentos, exceto no controle (95%), o que pode ser considerado um resultado aleatério.

Dessa forma, a utilizacdo do PZQ como descrito no experimento II e IV
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proporcionou aos peixes maior capacidade de sobrevivéncia em resposta aos desafios de
ensaio.

4.5. Eficacia dos tratamentos

Segundo Pahor-filho et al. (2012) a intensidade de infecc@o por L. uruguayense, S.
platyorchis e Digenea variou de 2-110, 1-3 e 1-40, respectivamente, a abundancia média na
mesma sequéncia foi de 23.4; 1,5 e 2,67. Ja Fiihr (2012) ao testar o mebendazol (MBZ) em
tainhas, verificou reducdo da abundincia média parasitdria nos grupos tratados. Os
resultados do presente trabalho foram similares aos encontrados por Pahor-filho et al.
(2012) e Fiihr (2012).

Forwood et al. (2013a) reportaram a reducdo da abundancia e prevaléncia de
Lepidotrema bidyans (Monogenoidea, Diplectanidae), em fase juvenil e adulta apds banhos
com o PZQ durante 48 horas. Embora o presente estudo tenha sido realizado em menor
tempo de exposi¢ao (24 horas), os resultados sdo semelhantes aos observados por Forwood
et al. (2013a). Para endoparasitos Mitchell e Darwish (2009) verificaram prevaléncia
reduzida (3,3%) de Bothriocephalus acheilognathi (Cestoda, Bothriocephalidae),
parasitando a carpa comum, apOs ministrar 1,5 mg/L de PZQ. A prevaléncia de
Clinostomum complanatum (Digenea, Clinostomidae) em Rhamdia quelen reduziu de 18%
para 0%, e a intensidade média reduziu a zero apds a repeticdo do tratamento, apds banhos
de 20 horas (Silva et al. 2009). No presente estudo também ocorreu reducao dos indices
parasitolégicos, corroborando com os resultados obtidos por Mitchell e Darwish (2009) e
Silva et al. (2009).

Para Microcotyle sebastis (Monogenoidea, Microcotyliidae) tratados com o PZQ
(100 mg/L em 4 minutos) houve redu¢cdo da abundancia, com observacdo 7 dias apds o
tratamento (Kim e Cho, 2000). Em altas concentra¢des de PZQ, Forwood et al. (2013b)
reportaram que a intensidade média de infestacdo dos grupos tratados foram 371,5+32,7;
198+19; 120,248,8; 86,2+8,5 para o grupo controle, 5,0; 15,0 e 40 mg/L, respectivamente.

Na maior concentragdo a intensidade média foi menor, porém nenhum tratamento
mostrou diferenca significativa em relagdo ao controle. Segundo os autores, apds 0s
tratamentos os parasitos (L. lepidotrema) encontrados vivos eram predominantemente
juvenis.

A relacdo entre a fase de desenvolvimento dos parasitos como o observado por
Forwood et al. (2013b), nas diferentes concentracdes e tempos de tratamentos € portanto

um importante fator a ser determinado em estudo futuros. Como evidenciado pelas
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referencias acima, essas diferencas podem estar relacionadas ao estigio de
desenvolvimento do parasito, resisténcia bioldgica de cada espécie, as condigdes
ambientais em que os peixes estavam expostos e ao diferentes métodos adotados.

Os tratamentos com o PZQ contra parasitos de peixes tém alcangado indices de
eficacia variados. Grande parte dos esfor¢os cientificos tem demonstrado que o PZQ pode
ser eficaz contra monogendides, trematddeos e cestdides de peixes (Mitchell 2004;
Chisholm e Whittington, 2002; Fajer—AVila et al., 2007; Forwood et al., 2013b). O PZQ é
capaz de agir causando répidas deformacdes, inchagos e rupturas do tegumento do parasito
(Voutilainen et al., 2009).

Chisholm e Whittington (2002) concluiram que independentemente da
concentracdo, os monogenoidea adultos de raias Glauscostegus typus se mostram mais
sensiveis que os juvenis. Estes autores verificaram que, indiferente da concentragio,
sempre foram observados parasitos adultos dispersos no tanque apds 2 minutos do inicio
de cada tratamento e, apds 1 hora sucessiva ao tratamento j4 ocorriam dispersos nos
tanques parasitos adultos e juvenis. Isso pode explicar a maior eficdcia do PQZ sobre S.
platyorchis, que € visualmente maior que L. uruguayense. Tendo em vista que os
monogenéticos sdo responsdveis por inimeras enfermidades na piscicultura (Boeger e
Vianna, 2006), a reducdo dos indices parasitarios se torna relevante diante da exposi¢dao a
quimioterdpicos (Tabela 11).

No experimento I o PZQ nao foi eficaz contra o L. uruguayense evidenciando que
curto periodo de tratamento nao deve ser tomado como medida profildtica e/ou tratamento
para esta espécie. Pahor-Filho et al. (2012) reportam eficacia de 100% em concentragdes
acima de 135 mg/L de formalina para monogendidea, incluindo L. uruguayense de M. liza
ap6s 1h de exposicao.

Diante disso, o tratamento com o PZQ durante 24 horas se torna viavel contra L.
uruguayense, neste hospedeiro, uma vez que as concentragdes eficazes (70,4% em 2,0
mg/L. de PZQ) foram bem inferiores as de Pahor-Filho et al. (2012) mesmo que este tenha
obtido eficdcia em apenas 1 hora de exposi¢ao. Porem a tomada de decisdo quanto ao
farmaco a ser utilizado deve ser aliado a um conjunto de informacao como os efeitos de
ambos os farmacos sobre a fisiologia, morfologia e todos os indicadores da saide do peixe.

Nos experimentos III e IV houve eficicia superior a 50% na maioria dos
tratamentos para todas as espécies de parasitas, porém, as melhores respostas ocorreram

para S. platyorchis e para espécies de digenéticos.
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Forwood et al. (2013a) verificaram eficicia de 99% para L. bidyana adultos e
eficacia de 84% contra parasitos juvenis, apoés banho com o PZQ (10 mg/L durante 48
horas) contra parasitos de Bidyana bidyana. Onaka et al. (2003) relatam eficacia de 68,3%
em 500 mg/L de PZQ contra Anacanthorus penilabiatus (Dactylogyridae,
Anacanthorinae), em verifica¢Oes realizadas 7 dias ap6s o tratamentos (Tabela 11).

Tabela 11

Valores de eficicia do PZQ em diferentes grupos de parasitos de peixes.

Eficacia (%) Espécie Concentracao/Tempo Referéncia
Branquia:
Neoheterocotyle
rhinobatidis ,
N'T:(i’y ?;ZOZCZZSC 5mgL-1/40h—e  Chisholm &
100 gtocepha banhos com intervalo Whittington
rhinobatidis
. ) de 48 banhos (2002)
Tecido nasal:
Merizocotyle icopae
(Monogenoidea)
100 Ancyrocephalinae 3,534,5mg/L (14  Fajer-Avila et al.
(Monogenoidea) horas) (2007)
100 Bothriocephalus 2,5 mg/LL repetida, Iles &
achelognatu apods 2 meses Archdeacon
(Cestoda) (2012)
99 Lepidotrema bidyana 10mgL~/'48 h Forwood et al.
(Adultos) banhos (2013a)
(Monogenoidea)
77,6 40 mg/L (60 minutos)
68,3 L. bidyana 15 mg/L (60 minutos)  Forwood et al.
47 (Monogenoidea) 5 mg/L (60 minutos) 2013b
76,7 Ligophorus uruguayense 2,0 mg/L (24 horas)
100 Solostamenides 0,5; 1,5e 2,0 mg/L (24
platyorchis horas) Presente estudo
83,3 (Monogenoidea) 0,5 mg/L (30 minutos)
Digenea

Voutilainen et al. (2009) testaram “in vitro” a eficacia de PZQ no combate a

cercarias de Diplostomum sp. (Digenea, Diplostomidae), Rhipidocotyle fenneca e R.

50



campdnula (Digenea, Bucephalidae), mostrando que cada uma das espécies parasitas sao
suscetiveis a uma concentracio eficaz diferente.

Como no presente trabalho, os resultados de Voutilainen et al. (2009) evidenciam a
necessidade métodos, concentragdes e tempos de aplicagdo especificos para o uso de
vermifugos no controle das espécies de parasitos .

Sharp et al. (2004) encontraram eficicia de 99% para Benedenia seriolae
(Monogenea, Capsalidae) e Zeuxapta seriolae (Monogenea: Heteraxinidae) apds banhos de
2,5 mg/L de PZQ durante 24 ou 48 horas.

Semelhante resposta ocorreu neste estudo onde S. platyorchis e digenéticos
mostraram elevado percentual de eficicia em apenas 30 minutos de exposi¢do ji L.
uruguayense teve melhor eficiéncia apds 24 horas de banho. Isso evidencia que a eficicia
pode ser aumentada com a durag@o do banho.

Por um periodo de tempo de 14 horas de exposicao, tempo maior do que o testado
no experimento II do presente estudo e, em concentracdes similares (3,5, 3 4,5 mg/L)
Fajer-Avila et al. (2007) obtiveram eficicia de 100% contra Ancyrocephalinae
(Monogenoidea). Para algumas espécies, o tempo de tratamento € determinante na eficacia
do produto como ocorreu para L. uruguayense.

Forwood et al. (2013b) verificaram o PZQ foi eficaz em 77,6% (40 mg/L), 68,3%
(15 mg/L) e 47% (5 mg/L) na eliminacdo a L. bidyana em banhos de 60 minutos. Os
autores consideraram ineficazes os tratamentos contra parasitos juvenis presentes na base
da lamela branquial priméria. Isso evidencia que a eficicia farmaco depende da espécie e
estdgio de desenvolvimento do parasito a ser combatido, local de fixa¢do do parasito,
concentracao e tempo de exposi¢ao a droga.

O Codigo Sanitario para os Animais Aquaticos da Organizacdo Mundial de Saide
Animal (OIE), em seu capitulo 4.4 do artigo 4.4.1 atribui a cada pais a elaboracdo de
diretrizes especificas sobre como as doencas devem ser tratadas. Desta forma, no Brasil a
portaria 48 de 12/05/1997 estabelecida pela Secretaria da Defesa Agropecudria, do
Ministério da Agricultura, determina que para uso veterindrio os antiparasitarios precisem
apresentar 90% de eficdcia, tendo como parametro os bovinos. No entanto para animais
aqudticos ndo hd recomendacdo pratica quanto ao nivel de eficicia exigida para legalizacao
e utilizacdo de antiparasitdario (Maximiano et al., 2005). Desta forma, considerando a
legislagdo brasileira e, a semelhanca de Forwood et al., (2013b), também poderiamos

considerar os tratamentos do presente estudo ineficazes. Por outro lado, considerando que a
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redug@o na carga parasitaria contribua para o bem estar e sobrevivéncia dos peixes em um
determinado sistema de cria¢do, entdo se torna vidvel o uso do farmaco.

Chisholm e Whittington (2002) observaram que 20 mg/L de PZQ por 2 horas foi
suficiente para remover monogendides. Os mesmo autores ressaltam que banhos em
periodos mais longos e até mesmo com repeti¢do sdo mais eficazes contra monogendides.
Stephens et al. (2003) também verificaram que doses administradas por periodo de tempo
mais longo se mostram mais eficazes. Ao utilizar 2 mg/L de PZQ por 30 horas observaram
maior eficicia contra Haliotrema abaddon, corroborando assim os achados do presente
trabalho, onde a maior porcentagem de eficicia ocorreu nos experimentos com maior
tempo de administra¢do (24 horas) e em 2,0 mg/L.

Em relacdo a eficdcia do PZQ administrado via banho contra endoparasitas, alguns
trabalhos demonstram eficécia positiva contra trematddeos adultos (Mitchell, 1995; Iles e
Archdeacon, 2012).

No experimento II houve eficicia em 0,5 mg/L de 83,3% na eliminacdo dos
Digenea. No experimento III o PZQ foi eficaz 100% em todas as concentra¢des para
Digenea, incluindo o grupo exposto LSA (50%). Mitchell (1995) relata a importancia do
uso do PZQ no combate de larvas de trematddeos (Clinostomum complanatum). Em seu
trabalho verificou que tanto baixas concentragdes de PZQ administrado por longo periodo
(0,25 mg/L em 24 horas) e elevadas concentragdes, durante um periodo menor (8§ mg/L em
8 horas) sdo eficazes na remocao de larvas de C. complanatum. Mitchell e Darwish (2009)
relacionam a densidade de estocagem a eficicia de tratamentos. Neste estudo nao foram
testadas diferentes densidades de estocagem. Desta forma, esta € uma lacuna que deve ser
respondida em estudos futuros. Iles e Archdeacon (2012) demonstram a eficicia de banhos
com PZQ (2,5 mg/L) em sistema de repeti¢do, apds 2 meses contra Bothriocephalus
acheilognathi, um parasita intestinal comum em ciprinideos. Silva et al. (2009) também
verificaram eficdcia de 100% do PZQ contra C. complanatum parasitando Rhandia quelen,
averiguada 18 dias apds o tratamento.

Os resultados do presente estudo sugerem que € necessdria uma baixa concentracao
de PZQ para eliminar Digenea. Embora aparentemente expressiva a eficiéncia do PZQ
para Digenea, os resultados sdo inconclusivos, sendo necessaria a realizacdo de estudos
mais direcionados e especialmente que demandem um tempo maior de observagoes.

No presente estudo o tempo foi o principal fator que influenciou na eficacia do PZQ

na eliminacdo L. uruguayense. Pois apenas em 24 horas de exposi¢dao foram observado as
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melhores porcentagens de eficacia. A auséncia o dlcool na diluicdo do PZQ como realizado
no experimento IV e a utilizacdo do PZQ com a LS favoreceram a eliminacdo L.
uruguayense em 24 horas de exposicdo. Ja S. platyorchis e digenéticos (ndo identificados)
foram mais suscetiveis a acdo do PZQ, pois ao longo de 30 minutos de exposi¢ao, ocorreu
eficacia superior a 80%. Presume-se entdo que a resisténcia bioldgica de cada espécie, o
tempo e a combinacdo quimica determina o sucesso no emprego de tratamentos com o
PZQ em juvenis de tainhas.

5. Conclusao

O PZQ sem diluicdo em dlcool 50% e combinados a LS foram as formas que
apresentaram melhores resultados de eficdcia na eliminacdo de L. uruguayense e S.
platyorchis. E supde-se que a LS possa ter contribuido para o potencial antiparasitirio do
praziquantel na eliminacdo destes parasitos em banhos com 24 horas de duracdo. Os
digenéticos foram eliminados com melhor eficicia também em exposicao de 24 horas em
PZQ diluido em &lcool 50% e combinado a LS. Considerando-se que comumente estes
parasitos (L. uruguayense, S. platyorchis e os Digenea) sdo co-ocorrentes em juvenis de M.
liza, que sdo baixas as taxas de mortalidade pelo uso desta droga, o mais recomendével

seria 0 seu uso em banhos de 24hs.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficicia do mebendazol combinado a lecitina de soja
(LS), em banhos terapéuticos no controle de parasitos em juvenis de tainhas, Mugil liza.
Seiscentos e setenta e cinco peixes coletados no més de maio, em ambiente natural, no
arroio do navio (32° 29’ 48” S; 52° 26’ 74” O) foram utilizados nos experimentos. Os
peixes foram mantidos em ambiente controlado no Laboratério de Biologia de Parasitos de
Organismos Aquaticos da Universidade Federal de Rio Grande. Foi realizado o teste da
concentracdo letal média em 10 concentragdes distintas, preparadas em trés repeticoes:
Controle, LS, 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 e 12,0 mg/L. O experimento de eficicia foi
constituido de cinco concentragdes: controle, LS , 4,0; 8,0 e 12,0 mg/L, em trés repeticdes
simultaneas, com banhos de 24 horas. Foram utilizados 375 peixes com tamanho médio
dos peixes foi 2,57 £ 0,42 cm e peso de 0,23 + 0,18 g. Mantidos em tanques com 10,8 L de
dgua, cada aqudrio continha 25 peixes (0,3 g/peixe.L'l). Os peixes foram mantidos em
jejum e sob fotoperiodo de 12 horas Luz/Escuro. Em 24 horas apds o fim da exposicdo
foram necropsiados 30 peixes de cada tratamento para andlises parasitoldgicas e
determinac¢do da eficicia. Foram monitorados os parametros fisicos e quimicos da dgua e
verificada a sobrevivéncia. Os resultados da CLso4 n nas diferentes concentracdes nao
apresentaram letalidade em 50% da populacdo. Os parametros de qualidade da dgua nao
apresentaram diferencas significativas. A taxa de sobrevivéncia foi de 96% (controle), 88%
(LS), 92% (4,0 mg/L) e 100% em 8,0 e 12,0 mg/L. O MBZ combinado a LS foi eficaz
74,5% em 4,0 mg/L para Ligophorus uruguayense e 100% em todas as concentragdes
contra Solostamenides platyorchis. E foi eficaz 100% na eliminag¢do de Digenea em todas
as concentragdes. A lecitina de soja influenciou na eficicia do MBZ na eliminacdo L.
uruguayense, indicando ser um método positivo diante da utilizagdo de farmacos pouco

soliveis em 4gua.

Palavras chaves: farmaco, lecitina de soja, mebendazol, parasitose, tratamento.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the efficacy of mebendazole combined soy
lecithin (SL), in therapeutic baths for controlling parasites in juvenile mullet, Mugil liza.
Six hundred and seventy- five fish were used in the experiment after being collected in the
month of May in the natural environment, the stream of the vessel (32 ©29'48" S, 52 ° 26
74" W). The fish were kept in a controlled Laboratory of Biology of Parasites of Aquatic
Organisms, Federal University of Rio Grande environment. The median lethal
concentration test was performed in 10 different concentrations prepared in three
replicates: Control, SL, 0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 5.0; 7.0; 9.0 and 12.0 mg/L. The effectiveness
experiment consisted of five concentrations: control, SL, 4.0; 8.0 and 12.0 mg/L, three
simultaneous replicates of baths 24 hours. 375 fish with an average size of fish were used
was 2.57 £ 0.42 cm and weight of 0.23 + 0.18 g. Kept in tanks with 10.8 L of water , each
tank contained 25 fish (0.3 g/peixe.L-") . Fish were fasted and under 12-hour photoperiod
Light/Dark. Within 24 hours after the end of exposure 30 fish per treatment for
parasitological analysis and determination of efficacy were necropsied. Physical and
chemical water parameters were monitored and checked for survival. The results of LC50 -
24 h with different concentrations showed no lethality in 50 % of the population. The water
quality parameters do not show significant difference. The survival rate was 96% (control),
88% (SL), 92% (4.0 mg/L) and 100% at 8.0 and 12.0 mg/L. The MBZ combined SL was
74.5 % effective at 4.0 mg/L for Ligophorus uruguayense and 100 % at all concentrations
against Solostamenides platyorchis. And it was 100 % effective in eliminating Digenea at
all concentrations. Soy lecithin influence the effectiveness of the elimination MBZ L.

uruguayense, indicating that a positive method on the use of drugs poorly soluble in water.

Key words: drug, soy lecithin, mebendazole, parasitic treatment.
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1. INTRODUCAO

A demanda por alimentos mais sauddveis e o crescimento populacional tem
intensificando a produ¢do de pescado em todo o mundo. A maximizacdo da producdo leva
a um adensamento excessivo capaz de causar uma situacdo de estresse, influenciando no
bem-estar dos peixes (Thoney & Hargis 1991, Pavanelli et al. 2002, Barcellos et al. 2004).
Os problemas relacionados a esse adensamento incluem a sanidade dos organismos de
cultivo, principalmente em muitas regides com deficiéncia de infraestrutura basica para
criacdo; baixo nivel tecnoldgico da maioria das pisciculturas, deficiéncia ou auséncia de
servicos de assisténcia técnica, resultando em praticas de manejo prejudiciais a saide dos
peixes (Kubitza & Kubitza, 1999, Ono 2005, Ostrensky et al. 2008).

Um dos principais entraves na producao de peixes € a ocorréncia de enfermidades
que sdo intensificadas em um sistema deficiente onde ndo hd boas praticas de manejo
(Kubtiza & Kubitza 1999, Noga 2000, Pavanelli et al. 2002). As enfermidades potenciais
sdo caracterizadas pela ocorréncia de infestagdes/infeccoes parasitarias (Moraes & Martins
2004), principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento dos peixes (Noga 2000,
Pavanelli et al. 2002).

Os agentes patogénicos causam estresse nos peixes e diante do que podem ocorrer
alteracdes do equilibrio organico que colocam em risco a saide dos animais (Wedemeyer
1996, Tavares-Dias et al. 2001, Urbinati & Carneiro 2004). Dessa forma, é importante
realizar o diagndstico correto dos patégenos, para possibilitar tomadas de medidas como
alteracdes no manejo ou fazer uso adequado de medicamentos.

A tainha, Mugil liza, tem ampla distribuicdo geografica e € importante
principalmente na pesca comercial, porém, ao longo dos anos vérios esforcos tem sido
realizados a fim de implementar sua criacdo em cativeiro (Fonseca Neto & Spach 1999).
Assim como outras espécies de peixes pioneiras em sistema de criagdo, as tainhas também
sdo suscetiveis a presenca e a¢do de parasitos (Knoff & Boeger 1994, Pahor-Filho et al.
2012) que podem causar a mortalidade dos peixes gerando perdas econdmicas (Onaka et
al. 2003).

Para evitar prejuizos ao produtor diferentes tipos de quimioterdpicos tém sido
testados e comparados sua eficicia para o combate a parasitos. O Mebendazol (MBZ) é um
quimioterdpico com amplo espectro, aplicado na terapia humana e veterindria para o
tratamento de parasitoses. Esse farmaco pertence ao grupo dos benzimidazois e atua

inibindo a polimerizagcdo da tubulina apds ligar-se com a B-tubulina, e assim interfere na
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captacdo de glicose e exerce agdo inibitéria seletiva sobre a fung¢do microtubular dos
helmintos (Mehlhorn 2001).

O insucesso no tratamento de parasitoses nos peixes deve-se diversos fatores, tais
como a falta de conhecimento sobre as patologias, diagndstico tardio, métodos de
aplicagdo do medicamento inadequados e natureza quimica do farmaco desconhecida
(Pavanelli et al. 2002, Schalch et al. 2009). No Brasil, o MBZ ja foi testado em algumas
espécies de peixes e, mais recentemente, Fiihr (2012) verificou a eficdcia anti-helmintica
do mebendazol em juvenis de M. liza através de tratamentos com banhos.

O mebendazol se apresenta na forma de um pé branco a ligeiramente amarelado e
inodoro, € praticamente insoliivel em intimeros solvente, dentre eles a 4gua (Swanepoel et
al. 2003, Froehlich & Gasparotto 2005). Os banhos sdo restritos a compostos soldveis na
dgua. A baixa solubilidade em dgua confere aos banhos terapéuticos em peixes dispersao
desigual do firmaco nos tanque. Por isso, geralmente sdo utilizadas doses elevadas para
alcancar a eficdcia, aumentado assim o risco a resisténcia ao farmaco e contaminacdo
ambiental (Schmahl & Benini 1997, Zagatto & Bertoletti 2006).

A lecitina de soja € um constituinte quimico capaz de melhorar a homogeneizagao
da mistura, permitindo uma maior estabilizacio do produto. Assim, o objetivo deste
capitulo foi determinar a concentracdo letal média e analisar a eficicia do mebendazol

combinado a lecitina de soja em banhos teraputicos em juvenis de Mugil liza .
2. MATERIAL E METODOS
2.2. Obtencao e aclimatacao dos peixes

Os juvenis de tainhas M. liza foram coletados no més de maio, em ambiente
natural, no arroio do Navio (32° 29’ 48" S; 52° 26’ 74” O), que desdgua na Praia do
Cassino. O apetrecho de pesca para captura foi uma rede de 3 m x 1,5 m e malha 5 mm.
Em seguida foram transportados para o local do experimento. A temperatura média do
local de coleta 12,0 °C, a salinidade foi 2,5%oc ¢ 0 oxigénio dissolvido 15,45 mg/L.

Os peixes com tamanho médio de 2,57 £ 0,42 (cm) e peso médio de 0,23 £ 0,18 (g)
foram transportados em baldes plasticos contendo dgua do ambiente de coleta. Foram
mantidos no Laboratério de Biologia de Parasitos de Organismos Aquaticos (LABIPOA)
da Universidade Federal de Rio Grande - FURG, para aclimatacdo e realizacdo dos
experimentos. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em caixas de plastico com

capacidade de até 15L. As caixas (N = 15) foram abastecidas com 4gua fornecida pela
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Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN), sem fluxo continuo, aeragdao
constante e salinidade a 2,5%o, obtida com o uso do sal marinho.

A densidade mantida foi de um peixe/L (15 peixes/15L). Fotoperiodo de 12 horas
Luz/Escuro, temperatura média da dgua dos tanques de 18,1 °C. Os peixes foram pesados
(g) e medidos (cm). A alimentacdo oferecida aos peixes consistiu de ragdo comercial
Alcon®, com 45% de proteina bruta, ofertada quatro vezes ao dia. O mebendazol utilizado
foi da marca CHEMS®. A lecitina de soja (LS) utilizada foi da marca Solec F®, com 96%
de pureza.

2.4. Delineamento experimental

Para a realizacdo dos experimentos foi preparada um solucdo estoque onde foram
adicionados 0,5 g de MBZ em 100 ml de dgua, as concentracdes testadas foram retiradas a
partir desta solucdo. A cada concentragdo foi adicionada a quantidade de 2,0 mg/L de
lecitina de soja (LS). Entdo foi realizado o teste para determinacdo da Concentracdo Letal
Média (CL50), através de banhos com duracdo de 24 horas.

Os ensaios consistiram dos seguintes grupos: controle, LS, 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0;
7,0; 9,0; 12,0 mg/L. Cada concentragdo foi constituida de trés repeti¢des simultaneas e de
forma aleatéria foram distribuidos 10 peixes em cada tanque (n° total = 300 peixes)
contendo 10 L de dgua. O teste definitivo com o mebendazol consistiu de cinco grupos
experimentais: 0 (Controle), LS, 4,0; 8,0 e 12,0 mg/L em exposicao de 24 horas. Os peixes
foram distribuidos em 15 aqudrios contendo 10,8 L, cada tanque continha 25 peixes (n°
total = 375 peixes) (0,3 g/peixe. L™). Decorridas 24h apés o tratamento, 30 peixes de cada
concentracao testada foram fixados em formol 5% com vista as analises parasitoldgica.

Os 1indices parasitolégicos de Prevaléncia (P%), Intensidade Média de Infecgdo
(IMI) e Abundancia Média (Ay) foram calculados segundo Bush et al. (1997), para cada
uma das espécies parasitas encontradas. A identificacdo dos monogendidea foi feita
segundo Boeger & Vianna (2006), Siquier & Nuifiez (2009) e Pahor-Filho et al. (2012).
ap6s montagem dos parasitos em laminas permanentes com Hoyer, segundo Humasong
(1979).

Os parasitos coletados dos intestinos foram fixados em AFA, corados com carmim
de Semichon, clarificados em creosoto de Faia e montados em laminas permanentes com
balsamo do Canada.

ApO6s obter o numero de parasitos por peixes de cada tratamento, foram calculadas a

eficdcia das concentracdes testadas, segundo Onaka (2001), com a seguinte formula: a-b/a
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* 100, onde, (a) média do numero de parasitos do grupo controle e (b) média do numero de
parasitos do grupo tratado.

A taxa de sobrevivéncia foi calculada como a diferenca entre o nimero de animais
no inicio e no fim do experimento, segundo Okamoto e al. 2006 (TS%) = Nf x 100/Ni,
Onde Nf: Ndmero final de individuos, Ni: Nimero inicial de individuos. A temperatura
(°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH foram determinadas por sondas multiparamétricas
digitais e medidas diariamente.

A salinidade foi obtida com adi¢do de sal marinho na caixa de abastecimento dos
aqudrios, verificada com refratdmetro (manha e tarde), a salinidade de 2,5 %o foi mantida
em cada unidade experimental. A concentracdo de amonia-total foi mensurada
semanalmente mediante o uso de kit comercial (Labcon Test ®).

As diferencas obtidas entre as médias dos diferentes tratamentos foram
estabelecidas por andlise de variincia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas com o software Sigma Stat 3.5
(System Software — Ca, USA).

A comparacdo dos indices parasitoldgicos foi realizada com o programa
“Quantitative Parasitology” (Rézsa et al. 2000) a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

O mebendazol e a lecitina de soja inclusos nos aqudrios ndo alteraram

significativamente as varidveis de qualidade de d4gua durante o tratamento (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros da qualidade de dgua (Médias + Desvio Padrao) de juvenis
de tainha (Mugil liza), expostos a diferentes concentracdes de Mebendazol (MBZ)

combinado a lecitina de soja (2,0 mg/L) através de banhos terapéuticos com duragdo de 24

horas.
Parametros de Qualidade da Agua
Concentracoes pH T°C Amonia OD Salinidade %
00
(ppm)  (mg/L-1)
Controle 7,6£0,1a 17,1+0,1a 0,7¢0,1a 12,1+0,0 a 2,54¢0,0 a
LS 7,7¢0,1a 17,2#0,0a 0,5¢0,0a 11,0+0,0 a 2,54£0,0 a
4,0 7,7¢0,1a 17,1£0,0a 0,6£0,1a 11,620,1 a 2,54¢0,0 a
8,0 7,5¢0,0a 17,2+#0,1a 0,5#0,0a 11,6+0,0 a 2,54£0,0 a
12,0 7,840,0a 17,1+0,0a 0,5¢0,0a 11,5+0,2 a 2,5+¢0,0 a
Letras minusculas iguais a mesma linha indicam a auséncia de diferenca
significativa (P<0,05).
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Nao foi possivel determinar a CL CLsg4, para tainhas em banhos com o MBZ
(Tabela 2). A sobrevivéncia dos juvenis de tainhas nio foi afetada diante da exposi¢do a
estes quimicos. Com estes resultados nao foi possivel determinar a concentracdo letal

média e estimar intervalos de doses a serem aplicadas no experimento de eficacia.

Tabela 2: Valores de sobrevivéncia juvenis de tainhas no teste da CL50, durante 24
horas, em exposi¢do a diferentes concentracoes de Mebendazol (MBZ), combinado a

lecitina de soja (LS) (2,0 mg/L).

Concentracao Letal Média (CL50)

Coréfr?;l/tggao con?role 05 10 20 30 50 70 90 120
Sobrevivéncia

(%) 90 91,5 933 96,7 933 100 9 9 70 90

Tendo em vista a impossibilidade de estimar a CL 50 para o MBZ combinado a LS,
entdo foram escolhidas doses para realizag¢ao do teste definitivo, tendo como base as doses
de Fiihr (2012), utilizadas em estudo anterior com o MBZ em tainhas.

Nestes ensaios, 0 grupo controle apresentou sobrevivéncia de 96%, o grupo exposto
a 2,0 mg/LL de LS teve sobrevivéncia de 88%. A sobrevivéncia do grupo exposto a 4,0
mg/L foi de 92%. As maiores taxas de sobrevivéncia ocorreram nos grupos expostos com

8,0 e 12,0 mg/L, 100%, respectivamente (Figura 1).

: I I
4,0 8,0 12,0

Controle LS , , ,
Mebendazol (mg/L)

oo O \O
whn O W
1 1

o0
(=)

Sobrevivéncia (%)

Figura 1: Sobrevivéncia de tainha (Mugil liza) ap6s banhos terapéuticos de longa
duracdo (24 horas) em diferentes concentracdes de Mebendazol (MBZ), associado a

lecitina de soja (LS) (2,0 mg/L).

Os parasitos identificados a partir dos peixes necropsiados de cada tratamento

foram os monogendides Ligophorus cf. uruguayense e Solostamenides cf. platyorchis, e
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Digenea (espécies ndo identificadas) parasitando o intestino delgado. O uso da abreviacdo
cf. nos nomes especificos de Ligophorus uruguayense e Solostamenides platyorchis, é
utilizado aqui como forma de informar que a identificacdo destas espécies € ainda
preliminar e serdo utilizados apenas aqui. Assim as proximas citagdes destas espécies serdo

feitas sem o “cf”

Os resultados dos indices parasitologicos mostraram que houve diferenca na
prevaléncia de L. uruguayense nas concentragoes de 4,0 e 8,0 mg/L, quando comparados
entre si, porém foram iguais ao controle (Tabela 3). A intensidade média de
infeccao/infestacao ndo apresentou diferencas significativas (p<0,05) para nenhum parasito
encontrado nos diferentes grupos de tratamento. Semelhantemente ndo houve diferenca

estatistica na abundancia média (Tabela 3).

Tabela 3: Indices Parasitolégicos de Juvenis de Tainha (Mugil liza), expostos a
diferentes concentracdes de Mebendazol (MBZ) combinado a lecitina de soja (2,0 mg/L)

através de banhos terapéuticos com duragdo de 24 horas.

) Indices Concentracoes (mg/L)
Parasitos RS
Parasitologicos Controle Lecitina 4,0 8,0 12,0
PN 19 20 15 20 20
. PP 11 11 4 13 11
Ligophorus IMI 545a  264a 3.00a 608a 836a
uruguayense
P(%) 579 a 55,0a 26,7ab 65,0ac 550a
MA 32a 1,5a 08a 40a 46a
PN 19 20 16 22 19
Solostamenides PP 2 2 0 0 0
platyorchis IMI 1,0a 1,0a 0 0 0
p(%) 10,5a 10,0 a 0 0 0
MA 0,3a 0,2a 0 0 0
PN 19 20 15 20 20
PP 2 0 0 0 0
Digenéticos IMI 1,00 0 0 0 0
p(%) 10,0 0 0 0 0
MA 0,1 0 0 0 0

(PN) peixes Necropsiados; (PP) Peixes Parasitados; (IMI) Intensidade média
infeccdo/infestagao; (P%) Prevaléncia, (MA) Abundancia média.

*Valores seguidos de letras minudscula diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (P<0,05) entre as concentracdes de exposicao.

Solostamenides platyorchis foi observado apenas no grupo controle e LS, a
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prevaléncia foi 10,5% (controle) e 10,0% (LS), a intensidade média de infestagcdo foi 1,0
em ambos os grupos, a abundancia média foi 0,3 (controle) e 0,3 (LS), ndo houve diferenca
estatistica nestes indices parasitolgicos (Tabela 3).

Os parasitos digenéticos foram observados apenas no grupo controle, com
prevaléncia de 10,0%, intensidade média de infeccao e abundancia média foram 0,1.

Ap6s os banhos de 24 horas utilizando o Mebendazol (4,0; 8,0 e 12,0 mg/L)
combinado a lecitina de soja (2,0 mg/L) em juvenis de tainhas, foi observado eficicia de
54,1% (LS) e 74,5% do farmaco na concentracio de 4,0 mg/L na elimina de L.
uruguayense (Tabela 4).

A eficicia do MBZ na eliminagdo de S. platyorchis foi de 5% no grupo exposto a
LS e de 100% em (4,0; 8,0 e 12,0 mg/L, respectivamente. A elimina¢ao de Digenea foi
igual a 100% nos grupos LS; 4,0; 8,0 e 12,0 mg/L, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4: Eficicia (%) de diferentes concentracoes de Mebendazol (MBZ),
combinado a lecitina de soja (2,0 mg/L) em banhos terap€uticos de 24 horas contra

monogenéticos (Ligophorus uruguayense e Solostamenides platyorchis) e Digenea.

Tratamentos Eficacia (%)
mg/L L. uruguayense  S. platyorchis  Digenéticos
LS 54,1 5 100
4,0 74,7 100 100
8,0 0 100 100
12,0 0 100 100

4. DISCUSSAO

A dgua constitui o elemento principal para a sobrevivéncia e desenvolvimento dos
peixes (Boyd 1990, Boyd & Tucker 1998). Em ambiente natural as condicoes fisicas e
quimicas geralmente sao mantidas em equilibrio garantindo boa sobrevivéncia (Kubitza &
Kubitza 1999). No entanto quando se trata de ambiente de criagdo, onde os peixes sao
mantidos confinados, as varidveis de qualidade da 4dgua sdo mais facilmente alteradas
favorecendo o surgimento e desenvolvimento de doencas (Boyd 1982, Kubitza 2000).
Portanto, para cada ambiente de criagdo e ensaios experimentais € indispensavel monitorar
e manter os parametros de qualidade de dgua dentro da faixa de conforto para a espécie
com base em resultados de estudos anteriores (Paperna 1991, Kubitza & Kubitza 1999). A
qualidade de 4agua foi mantida estdvel durante o experimento isso contribuiu para o

controle de outros fatores que poderiam interferir nos resultados obtidos. Estes resultados
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foram semelhantes ao observados por Schmahl & Benini (1997) onde ndo houve alteracdo
nas varidveis de qualidade da 4gua apdés a introducio do MBZ. J4 Buchmann &
Bjerregaard (1990) observaram alteracdes nos parametros fisico-quimicos da dgua, apds
exposicdo de Anguilla sp., enguia europeia, ao MBZ com um ligeiro aumento na
concentracdo de nitrato de amonia e oxigénio. No presente trabalho o MBZ ndo alterou as
varidveis de qualidade da 4gua nos grupos tratados, estas diferencas entre os estudos
comparados podem ser atribuidas a fatores como grau de pureza do MBZ utilizado,
densidade de estocagem, biologia da espécie de peixe e local de manuten¢do dos peixes
(Tavares-Dias et al. 2001, Swanepoel et al. 2003, Urbinati & Carneiro 2004). Além disso,
se considerarmos a sua origem organica, seria esperado que a adicdo da LS pudesse
promover alguma alteragdo importante na qualidade da 4gua. No entanto isso também nao

foi observado, reforcando a viabilidade de sua utilizag3o.

No presente estudo as tentativas de determinar a CLsp4, para o uso do MBZ em
tainhas, ndo houve mortalidade média maior ou igual a 50% dos peixes submetidos a
nenhuma das concentragdes testadas. Em testes de tolerancia ao MBZ Buchmann &
Bjerregaard (1990) verificaram que enguias eram resistentes a concentracdes com um
amplo espectro (1-100 mg/L ' durante 72 h). Mas os mesmos autores constataram que
apenas em 500 mg/L houve mortalidade letal. Neste contexto o MBZ combinado a LS nao
foi uma substancia potencialmente toxica para tainhas, sendo estas entdo pouco sensiveis

aos quimicos MBZ e LS.

No experimento de eficicia, a sobrevivéncia dos peixes expostos a lecitina de soja
parece ter sido afetada apds 24 horas de banho. Embora tenha ocorrido maior mortalidade
nesse grupo (LS), essa mortalidade ndo foi superior a 50%. Nao foi encontrada uma
explicacdo plausivel para esta mortalidade, nem sequer se de fato estaria relacionada ao
uso desta substancia. Essa baixa mortalidade dos peixes expostos a MBZ também foi
reportado por Katharios et al (2006) onde observaram mortalidade cumulativa dos peixes
(Pagrus pagrus) de 12,07% e 7,34%, a mortalidade ocorria durante ou no dia seguinte do
tratamento. Katharios er al (2006) também destacam a rdpida recuperacdo do apetite e
vitalidade dos peixes. Schmahl & Benini (1997) reportam que “espinhela” Stickleback
(Gasterosteus aculeatus) também foi tolerante a acdo do MZQ. Resposta semelhante foi
observada no presente estudo. As maiores concentragdes (8,0 e 12,0 mg/L) de MBZ

combinado a LS (2,0 mg/L) ndo influenciaram na sobrevivéncia das tainhas.
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Os banhos com o MBZ foram eficazes (74,7%) apenas em 4 mg/L contra L.
uruguayense, dentre as espécies encontradas no presente estudo, esta se mostra mais
resistente aos tratamentos. Fiihr (2012) encontrou eficicia de 56,9 e 65,8% em 3 e Smg/L,
respectivamente, para L. uruguayense, apds banhos de 24 horas com o MBZ em tainhas. A
eficdcia um pouco maior para a mesma espécie, no presente estudo, sugere que a lecitina

possa contribuir na elimina¢do de L. uruguayense.

Buchmann & Bjerregaard (1990) verificaram que 1 mg/L. de MBZ foi suficiente
para remover Pseudodactylogyrus sp. parasitando Anguilla anguilla, dosagem eficaz
inferior a concentracdo (4,0 mg/L) eficaz para eliminacdo de L. uruguayense no presente
estudo. A diferenca entre a sensibilidade de cada espécie parasita a acdo de um mesmo
farmaco mostra a importancia de estudos direcionados e especificos a fim de criar
diretrizes para tratamentos que visem diminuir as perdas por mortalidade causada por esses
agentes. Com vistas nestes resultados essas diretrizes ndo podem ser estipuladas com uma
visdo generalista, pois ndo hd uma igualdade de respostas entre as diferentes espécies de
parasitas. Mellergaard (1990) estudando as mesmas espécies ao testar o MBZ (1mg/L entre
1-24 horas) concluiu que banhos de longa duragdo foram mais eficazes e Fhiir (2012)
chegou a mesma conclusdo. Mellergaard (1990) realizou a amostragem dos parasitas
diariamente, diferenciando-os em pds-larvas e adultos. A eliminacdo dos parasitas ocorreu
em 4 dias apds o tratamento. Esses resultados evidenciam que sdo necessdarias diferentes

concentracdes € métodos de amostragem para alcancar um bom nivel de eficicia.

Mellergaard (1990) também elucidou a relagdo de tempo-dependéncia, neste caso o
tratamento a logo prazo foi recomendado, pois houve uma maior eliminag¢do dos parasitas
quando tratados por um tempo maior. Semelhante resposta foi observada por Katharios et
al. (2006) onde obtiveram prevaléncia de 100% para Microcotyle sp. em pargo (Pagrus
pagrus) apos tratamento com o MBZ (400 mg/L por 1 hora), portanto sem nenhuma
eficacia em 1 hora de exposic¢ao. Portanto, a exposicao durante um periodo maior de tempo
favorece evidentemente a eficicia do MBZ. Buchmann (1993) observaram eficdcia na
eliminacdo de Dactylogyrus minutus e baixo indice infestacdo por pds-larvas, ao submeter
Cyprinus carpio a banhos com o MBZ. O MBZ também foi eficaz na eliminacdo de
microsporidios (Gluge anomala) infectando “espinhela” Stickleback (Gasterosteus
aculeatus) (Schmahl & Benini 1997). No entanto, dependendo da forma polimérfica do

MBZ pode ocorrer variagdo da solubilidade e na fungdo terapéutica (Swanepoel et al.
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2003). A baixa solubilidade apresentada pelo MBZ pode ser em ultima instancia, a
responsavel pelas eventuais lesdes verificadas em branquias de juvenis de M. liza (Fiihr et

al. 2012) tratados com este anti-helmintico, sem a combina¢ao com a LS.

No presente estudo foi observada eficacia da LS na eliminacdo de S. platyorchis e
Digenea, porem sdo resultados inconclusivos, mais estudos, portanto sdo necessarios de

maneira mais especifica em relagdo a LS.

Fihr (2012) verificou a eficacia anti-helmintica do MBZ de 70 e 100% nas
concentracdes de 1mg/L e 2mg/L, respectivamente, na eliminacdo de S. platyorchis em M.
liza. No presente estudo eficicia foi de 100% em 4,0; 8,0 e 12,0 mg/L. Estes resultados
indicam que S. platyorchis € mas susceptivel a acdo do MBZ em concentra¢des acima de
2,0 mg/L e, para poder atingir uma maior porcentagem de eliminagdo a adi¢ao de LS se faz

desnecessdria, 0 mesmo nao ocorre com L. uruguayense.

A sobrevivéncia de tainhas neste trabalho sugere um baixo potencial téxico do
MBZ e da LS sobre os peixes utilizados nos ensaios. Os resultados do presente trabalho
indicam o MBZ combinado a LS como um farmaco potencial para o controle de L.
uruguayense, em forma de banhos com duracdo de 24 horas. Contudo € importante frisar
que os tratamentos sdo uma forma de manejo que como qualquer outra pratica na criagao
de peixes, podem interferir no equilibrio homeostatico, configurando situacdes de estresse
(Katharios et al., 2006; Schalch et al., 2009; Onaka, 2009). Por isso, quando possivel, é
recomendado o manejo de forma adequada a fim de manter o equilibrio organico e assim

diminuir o risco a saude dos animais (Tavares-Dias et al., 2001).

Taraschewsk et al. (1988) relataram que o MBZ via banho foi ineficaz na
eliminacdo do nematddeo Anguillicola crassus, os autores consideram esse método de
aplicacdo invidvel devido a insolubilidade do MBZ em dgua. Em contra partida o presente
estudo mostra que banhos com o MBZ foram altamente eficaz na eliminagdo de Digenea, e
embora insolivel em 4dgua a combinacdo deste firmaco com a lecitina agregou uma

eficdcia positiva via banho.

Por outro lado a eficicia do MBZ na eliminagdo do endoparasita Proteocephalus
ambloplitis, um cestoda, foi reportada por Boonyaratpalin & Rogers (1984), porem neste
caso os tratamentos foram administrados através de injecdo intraperitoneal e via oral. Os
resultados do presente estudo se somam aos de Boonyaratpalin & Rogers (1984),

mostrando a eficdcia do MBZ na eliminagao de endoparasitas, nos diferentes métodos de
74



administracdo, contudo tendo a LS como alternativa para viabilizar sua eficidcia em

administracio via banho.

Fiihr et al. (2012) também demonstaram que 3 mg/L. de MBZ foi eficaz 41,4% via
banho na eliminagdo de Digenea parasitando tainhas. Os resultados do presente estudo
foram superiores aos de Fiihr (2012), no entanto neste estudo a eficicia alcancada foi

superior (100%) em apenas 4 mg/L, indicando mais uma vez o potencial da LS.

Esses resultados também reforcam o pensamento de Schmabhl er al. (1988) ao qual
destacam a necessidade de investigacdo especifica de antiparasitidrios em decorréncia das

diferencas bioldgicas das espécies, tanto parasito como hospedeiro.
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Conclusoes Gerais

Levando em consideragdo a baixa eficiéncia dos banhos em curta duragdo,
independente da concentra¢do, ndo se recomenda este método e tempo de tratamento

contra Ligophorus uruguayense.

Em 30 minutos as concentracdes 1,5 e 2,0 mg/L s@o mais vidveis no controle de
Solostamenides platyorchis, ja 0,5 mg/LL € a concentracdo recomendado para eliminagdo

digenéticos neste tempo de administracao.

Melhor eficicia ocorreu no tratamento com o PZQ se diluicdo em dlcool e
combinado a LS onde teve a eficidcia maior e em mais concentracdes na eliminacao de L.
uruguayense € S. platyorchis, um indicativo de que a lecitina de soja favoreca o potencial
antiparasitario do praziquantel na eliminacio deste parasito em banho com duracdo de 24

horas.

Para o MBZ combinado a LS a unica concentracdo eficaz na eliminacdo de L.
uruguayense foi 4 mg/LL administrado durante 24 horas. Todas as concentragdes foram

eficazes na eliminacdo de S. platyorchis e digenéticos.

Conclui-se que o PZQ sem diluicdo em Alcool e combinado a lecitina soja possa
ser um farmaco de escolha para tratamento de L. uruguayense e S. platyorchis parasitos de
tainhas, uma vez que houve melhor eficicia em doses mais baixas do que ao MBZ. E, para
atingir 100% de efic4cia na eliminacdo de digenéticos podem-se utilizar banhos de 24

horas com o PZQ diluido em dlcool e combinado LS ou MBZ combinado a LS.
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Sugestoes

Em estudos futuros outros aspectos devem ser examinados. Seguem sugestdes de estudos

que podem complementar as lacunas que se evidenciaram com este estudo.

1. Monitorar o periodo de eventual reinfeccao dos parasitos monogendide apds

o tratamento.

2. Testar diferentes densidades de estocagem e associd-las a eficdcia do
tratamento.

3. Testar efeitos e eficiéncia do praziquantel administrado via oral.

4. Investigar o periodo de deplecdo do praziquantel no tecido muscular de
tainhas.

5. Testar o praziquantel associado a outros antiparasitdrios, em tratamento via

oral e banhos.

6. Estipular eficdcia necessdria de antiparasitdrios, a fim de que estes sejam
utilizados em peixes, tendo como parametro os teledsteos.

7. Fazer analise residual do mebendazol na musculatura de juvenis de tainhas.

8. Fazer testes in vitro apenas com o parasita exposto ao mebendazol,
verificando o tempo e concentracao exata necessdria para paralisar ou matar o parasita.

9. Verificar os efeitos que o PZQ e o MBZ causa sobre o peixe e sobre o
parasita.

10.  Analisar por periodo prolongado para verificar a presenca ou formacao,
evolugao ou diminui¢ao das alteracdes histopatoldgicas.

11.  Testar outros veiculos utilizados na industria farmacéutica, em terapéuticas
via banho e via oral em peixes.

12. Avaliar os efeitos do PZQ, MBZ e LS sobre a satide dos peixes.
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