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Resumo Geral

Mugilidae tém ampla distribuicdo pelo mundo e apresentam importancia na pesca
artesanal e em projetos de piscicultura, devido entre outros a sua alta adaptabilidade as
condicBes de cultivo. A aquicultura é uma economia em expansdo e seu Sucesso esta
apoiado em varios fatores, dentre eles a condigdo sanitaria de peixes e ambiente de
cultivo. A intensificacdo dos cultivos somada as demais situacoes de estresse, acarretam
em imunossupressdo dos peixes, aumentando a vulnerabilidade a patologias. Nesse
cenario, cresce cada vez mais o interesse no uso de quimioterapicos para minimizar as
perdas causadas por parasitoses e demais patologias. O mebendazol (MBZ) é um
antihelmintico comumente utilizado na medicina humana e veterinaria e tem sido usado
com sucesso em peixes. Este trabalho procurou estabelecer doses seguras, descrever 0s
danos histolégicos ap6s banhos terapéuticos e administracdo oral com MBZ, determinar
a eficécia antiparasitaria do MBZ usado na forma de banhos e administracdo oral para
tainhas, Mugil liza. Para testar as doses seguras de MBZ, usado em banhos terapéuticos
de 24hs, foram testadas as concentracdes zero, 1, 10, 100, 200mg/L e 1 e 5¢/L. Peixes
tratados com 10mg/L ou mais mostraram algum dano na estrutura branquial, como
hiperplasia, necrose focal, telangiectasia, metaplasia escamosa e aumento da atividade
mitética. MBZ ja foi identificado como causador de estresse oxidativo, isto sugere que a
necrose tenha sido causada por dano oxidativo ou mesmo pela acdo direta do MBZ. A
hiperplasia foi provavelmente causada por resposta imune e telangiectasia esta
relacionada com danos fisicos ou quimicos. Observou-se que banhos, cujas
concentracdes de MBZ eram iguais ou maiores de 10mg/L, causavam danos branquiais
que comprometem funcdes vitais dos peixes. Testou-se entdo a eficacia de banhos
terapéuticos com concentracbes menores: 1, 2, 3 e 5mg/L, também com 24hs.
Necropsias foram realizadas antes e depois de todos os experimentos e foram
encontrados trés grupos de parasitos: Ligophorus sp. (Ancyrocephalidae),
Solostamenides sp. (Microcotylidae), ambos Monogenoidea e um Digenea. As
concentragfes 3 e 5mg/L mostraram eficacia de 56,9 e 65,8%, respectivamente, contra
Ligophorus sp. (p<0,05). As outras concentra¢des nao foram significativamente eficazes
para os demais grupos de parasitos. Um terceiro experimento foi realizado para testar a
eficacia de MBZ incluido na dieta basal de M. liza. As concentrac@es testadas foram: 0,
0,125, 0,25, 0,5 e 1g MBZ/200g racdo. N&o houve diferenca significativa dos



tratamentos em relagédo ao controle, nem entre os tratamentos (p<0,05). O tratamento T5
(1g MBZ/ 200g) apresentou o percentual mais alto (97,9%) de eficacia contra
Ligophorus sp., mas esta concentracdo néo foi eficaz no tratamento de Solostamenides
sp. e Digenea. Os percentuais de eficacia mais altos para Solostamenides sp. e Digenea
foram observados no T4 (0,59 MBZ/ 200g) sendo eles 100 e 53,3%, respectivamente.
N&o foram registradas alteracdes histoldgicas nos peixes relacionadas ao uso do MBZ
na dieta. Ao que parece a eficacia do MBZ varia, entre outros fatores, entre as espécies
parasitas, da concentracdo administrada e do tempo de exposi¢cdo. Novos estudos
verificando a anélise de palatabilidade e exposicdo das mesmas concentragcdes por um
periodo maior devem confirmar se ha ou ndo a melhora da eficacia de MBZ para Mugil

liza.



Abstract

Mugilidae are widely distributed throughout the world and have importance in fisheries
and aquaculture projects, among others due to its hight adaptability to farming
conditions. Aquaculture is a growing economy and its success is supported by several
factors, including the condition on fish health and growth environment. The
intensification of culture, added to other stressful situations, result in immunosupression
of fish, increasing vulnerability to diseases. In this way, grow the interest on using
chemotherapy to minimize losses caused by parasites and other diseases. The
mebendazole (MBZ) is an anthelmintic commonly used in human and veterinary
medicine and has been used successfully in fish. This study aim to establish safe doses
and describe the histological damage after therapeutic baths with MBZ, determine the
MBZ antiparasitic efficacy used as bath and oral administration for mullet, Mugil liza.
To test the MBZ safe doses used in therapeutics baths for 24 hours, were tested
concentrations zero, 1, 10, 100, 200mg/L and 1 and 5g¢/L. Fish treated with 10mg/L or
more had the gill structure damage, such as hyperplasia, focal necrosis, telangiectasia,
squamous metaplasia and increased of the mitotic activity. MBZ has been identified as
causing oxidative stress, this suggests that necrosis was caused by oxidative damage or
even by direct action of MBZ. Hyperplasia was probably caused by immune response,
and telangiectasia is related to physical or chemical damage. From the moment in which
baths, whose MBZ concentrations were equal to or greater 10mg/L, causes damage that
compromise gill vital functions of the fish, we tested the efficacy of therapeutic baths
with lower concentrations: 1, 2, 3 and 5mg/L, also with 24 hours. Necropsies were
performed before and after all experiments and were found three groups of parasites:
Ligophorus sp. (Ancyrocephalidae), Solostamenides sp. (Microcotylidae), both
Monogenoidea, and Digenea. Concentrations 3 and 5mg/L showed efficacy 56,9 and
65,8%, respectively against Ligophorus sp. (p<0,05). The other concentrations were not
significantly effective for the other groups of parasites. A third experiment was
conducted to test the effectiveness of the MBZ included in the basal diet of M. liza. The
concentrations tested were 0, 0,125, 0,25, 0,5 and 1g MBZ/ 200g diet. There was no
significant difference between treatments in the control or between treatments (p<0,05).
The treatment T5 (1g MBZ/ 200g diet) had the highest rate efficacy (97,9%) against
Ligophorus sp., but this concentration was not effective in treating Solostamenides sp.
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and Digenea. The highest percentage of efficacy for Solostamenides sp. and Digenea
were observed at T4 (0,59 MBZ/ 200g diet), they are 100 and 53,3%, respectively.
There were no histological alterations in fish related to the use MBZ in the diet.
Apparently the effectiveness of the MBZ varies, among other factors, on the species, the
MBZ concentration and the exposure time. New studies checking the palatability
analysis and exposure with the same concentrations for a long period should confirm or

not the improvement of the efficacy of MBZ to Mugil liza.
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Introducéo Geral

Conhecidos como tainhas ou paratis, os Mugilidae tém ampla distribuicéo,
ocorrendo em aguas tropicais e subtropicais de todo o0 mundo, principalmente na regido
costeira e estuarina. Pelo menos sete espécies sdo conhecidas ao longo do litoral
brasileiro, mas as mais comuns sdao Mugil platanus Ginther, 1880, M. liza
Valenciennes, 1836 e M. curema Valenciennes, 1836 (Menezes 1983). No Rio Grande
do Sul é freqliente a presenca de juvenis de tainha ao longo do ano no estuario da Lagoa
dos Patos (Vieira & Scalabrin 1991).

Os juvenis se deslocam das regiGes costeiras para aguas estuarinas e lagunares,
ricas em alimento, onde crescem, migrando na época de desova para 0 mar (Menezes
1983). O hébito alimentar varia durante o seu desenvolvimento, sendo os individuos
jovens planctéfagos e os adultos iliéfagos (Oliveira & Soares 1996).

Os espécimes usados neste trabalho tém caracteristicas de M. platanus, embora
estudos recentes comparando DNA mitocondrial de M. liza e M. platanus concluiram se
tratar da mesma espécie (Fraga et al. 2007, Heras et al. 2009) e portanto M. liza deve
ser considerado sinonimia sénior de M. platanus.

O cultivo de mugilideos € uma realidade em varias regiées do mundo, sendo o
Egito o maior produtor de M. cephalus (FAO 2006). No Brasil, a tainha tem
importancia na pesca artesanal e cresce o interesse em projetos de piscicultura (Godinho
2005). Estudos sobre a densidade de estocagem (Sampaio et al. 2001), tolerancia a
variacoes de salinidade (Fonseca Neto & Spach 1999), de temperatura (Okamoto et al.
2006) e concentracdo de nitrato (Poersch et al. 2007) evidenciam a alta adaptabilidade
deste peixe as condigGes de cultivo.

A aquicultura é um setor da economia que estd em intenso desenvolvimento
(FAO 2010). O sucesso da atividade aquicola depende de varios fatores e um dos mais
importantes é a condicdo sanitaria dos peixes e do ambiente de cultivo (Pavanelli et al.
2002).

Como forma de aumentar a producdo e os lucros, a intensificagdo dos cultivos é
cada vez maior. O aumento da densidade de estocagem constitui um ambiente favoravel
a surtos epizooticos devido a presenca de organismos patdgenos, que em condicdes
naturais, teriam expressdo minima. Em confinamento os peixes estdo constantemente

submetidos a condigdes de estresse, seja pela manipulacdo, transporte, pardmetros de
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adgua ndo ideais, entre outros. O estresse causa imunossupressdo, aumentando a
vulnerabilidade a patologias, dentre elas as parasitoses (Romano 1998).

Embora ndo sejam comumente orcadas, parasitoses podem causar grandes
perdas na aquicultura (Matins et al. 2000). Dentre os principais prejuizos estdo a queda
no apetite e conseqliente perda de peso (Ranzani- Paiva & Silva Souza 2004),
transmisséo de zoonoses (Chai et al. 2005) e massivas mortalidades (Johnsen & Jensen
1991).

Dentre as lesbes causadas pelos parasitos, destacam-se aquelas localizadas nas
branquias, pois estas sdo importantes nos processos Vitais dos peixes. Este 6rgao possuli
varios mecanismos de reacdo aos parasitos, como hiperplasia de células epiteliais e
mucosas, 0 que compromete as suas fungdes (Noga 2010).

Os Monogenoidea sdo ectoparasitos de branguias, narinas e nadadeiras e estdo
entre os parasitos mais significativos para a piscicultura. Alimentam-se de muco, células
epiteliais ou sangue, podendo causar anemia (Pavanelli et al. 2002). Podem provocar
taxas de mortalidade elevadas, principalmente em sistemas intensivos, ja que
apresentam ciclo de vida simples, o que faz da sua transmissdo mais facil e rapida
(Noga 2010). Girodactylose, Unica parasitose de notificacdo obrigatoria pela OIE, ja foi
um grande problema nos cultivos de salmdo Salmo salar sendo responsavel por grandes
perdas econémicas (Johnsen & Jensen 1991).

Digenea é um grupo de endoparasitos cujo ciclo de vida é complexo. O primeiro
hospedeiro intermediario geralmente é um molusco e o definitivo, peixes ou outros
vertebrados (Paperna & Overstreet 1981). Apesar de ocorrer em elevadas intensidades,
geralmente no intestino de peixes parasitados, esse grupo parece ndo determinar
prejuizos para a aquicultura (Noga 2010).

Dentre o0s parasitos encontrados em mugilideos, varias espécies de
Monogenoidea e Digenea ja foram reportadas (Abdallah et al. 2009, Marcotegui &
Martorelli 2009, Siquier & Nufiez 2009). Espécies de Ligophorus ja foram descritas
para M. platanus (Marcotegui & Martorelli 2009, Siquier & Nufiez 2009) e também
para M. liza (Abdallah et al. 2009). Além de Ligophorus, ja foram reportadas espécies
de Microcotilideo (Monogenoidea) (Jianyin & Tingbao 2001, Cohen et al. 2004) e
Hemiuridae (Digenea) (Pankov et al. 2008) parasitando branquias e intestino

respectivamente, de mugilideos.
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Na tentativa de minimizar as conseqiiéncias das parasitoses, é cada vez mais
comum o0 uso de quimioterapicos na aquicultura. Quimioterapicos sdo drogas e
quimicos utilizados no tratamento de doencas infecciosas e para serem adotadas devem
ser efetivas e sem efeitos adversos significantes para o hospedeiro (Hornrr 1983).

A administracdo de drogas pode ser realizada por meio de banhos terapéuticos,
via oral ou vacinacdo. Dentre os banhos terapéuticos existe a possibilidade da utilizagédo
de doses altas da droga durante um curto periodo ou utilizacdo de doses baixas por um
longo periodo. A administracdo oral pode ser realizada com intubacéo direta da droga
no estdmago do peixe previamente anestesiado ou suplementagdo com doses do
quimioterapico na dieta basal (Hornrr 1983).

Ainda que sejam mais comuns, 0s banhos terapéuticos em geral sdo mais
onerosos, exigem maior esfor¢o de trabalho e sdo mais estressantes para 0s peixes. A
administragdo oral, particularmente quando incluida na dieta basal ndo exige mao de
obra extra, tdo pouco expde 0s peixes ao estresse como ocorre nos banhos. Entretanto, a
utilizacdo da racdo suplementada sofre um impasse na medida em que peixes doentes
normalmente perdem o apetite, diminuindo as chances de ingesta do quimioterapico.
Outro sendo é o fato de que alguns quimioterapicos afetarem a palatabilidade do
alimento (Hornrr 1983, Kim & Choi 1998, Katharios et al. 2006).

Dentre as drogas ja utilizadas na aquicultura estdo a formalina (Katharios et al.
2006), o sulfato de cobre (Rowland et al. 2009), o cloreto de sodio e 0 permanganato de
potéssio (Rasowo et al. 2007), o praziquantel (Kim et al. 2001) e o levamisol (Schalch
et al. 2009). Entretanto existem relatos de efeitos toxicos (Onaka et al. 2003, Carneiro
et al. 2006, Rowland et al. 2009,) e acimulo de residuos na musculatura (Jung et al.
2001, Kim et al. 2003), oferecendo risco para o consumidor.

O Mebendazol (Methyl — 5- benzoylbenzimidazole carbamate) (MBZ) é um
antihelmintico comumente usado na medicina humana e veterinaria (Dayan 2003).
Drogas da familia dos benzimidazois tém alta afinidade pela tubulina, inibindo a
polimerizagdo dos microtubulos e bloqueando processos vitais dos parasitos como
motilidade e absorcdo de glicose (Frayha et al. 1997). Apds a administracdo oral,
aproximadamente 20% da dose atinge a circulacdo sistémica. O MBZ é metabolizado

primariamente no figado. As concentracfes plasmaticas dos seus principais metabolitos
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(formas amino e aminohidroxila) sdo substancialmente maiores que as concentragdes de
MBZ e sua excrecdo é feita pela urina e bile (Katzung et al. 2011).

O MBZ ¢é muito usado no cultivo de enguias Anguilla anguilla na Europa, no
tratamento de Pseudodactylogyrus spp. (Monogenoidea) (Székely & Molnar 1987,
Buchmann & Bjerregard 1990, Buchmannn et al. 1992). Vérios estudos evidenciam sua
eficiéncia no combate de ectoparasitos, seja através de banhos terapéuticos (Buchmann
& Bijerregard 1990, Tojo et al. 1992, Martins et al. 2001) ou administrados oralmente
(Kim & Choi 1998, Araljo & Chagas 2006).

Embora ndo existam relatos de sinais de toxicidade em peixes, existem varios
registros de injurias causadas pelo uso de MBZ em outros organismos. Foram
observadas estimulacdo de resposta imune e geracao de resposta inflamatoria apds uso
de MBZ em humanos (Mizuno et al. 2011); Anormalidades cromossdmicas, causadas
pelo blogueio do fuso mitético apds administracdo de albendazol, outra droga da familia
dos benzimidazoéis (Ramirez et al. 2007). Em ratos, revelou-se apoptose (Sasaki et al.
2002), e inducéo ao estresse oxidativo (Locatelli et al. 2004) ap6s exposi¢do ao MBZ.

Existe uma lacuna ainda no que diz respeito ao uso do MBZ com acdo
antihelmintica em peixes, uma vez que o percentual de eficacia varia consideravelmente
de acordo com as espécies (Noga 2010). Além disso, a administracdo de doses baixas
apresenta risco de resisténcia dos parasitos ao MBZ (Waller & Buchmann 2001).

Portanto, novos estudos utilizando o MBZ sdo importantes para determinar as
vantagens e desvantagens, riscos de toxicidade ou declinio da qualidade do produto
final. Este trabalho intenciona determinar doses seguras e descrever 0s danos
histoldgicos apds banhos terapéuticos com MBZ (Capitulo 1), determinar a eficacia
antiparasitaria do MBZ usado na forma de banhos (Capitulo 2) e administracdo oral
(Capitulo 3) para tainhas, M. liza. Finalmente, as conclusdes obtidas nestes estudos,
sustentam algumas recomendacdes gerais para futuros estudos.

O objetivo geral deste estudo foi testar a eficdcia de diferentes concentracGes de
Mebendazol em banhos terapéuticos e administracdo oral no combate de endo e
ectoparasitos de tainhas M. liza. Sendo os objetivos especificos determinar as doses
seguras de MBZ em banhos terapéuticos e verificar possiveis sinais de toxicidade pelo
uso do anti-helmintico utilizando como ferramenta a histologia; testar a eficicia de

diferentes concentragdes de Mebendazol em banhos terapéuticos no controle de endo e
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ectoparasitos de tainhas, M. liza e testar a eficécia da adi¢do de diferentes concentragdes

de Mebendazol a dieta basal de tainhas, M. liza.
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HISTOLOGICAL INJURY AFTER BATH TREATMENT WITH MEBENDAZOLE
ON MULLETS Mugil liza

Abstract: Mebendazole (MBZ) is a drug commonly used on human and veterinary
medicine against parasites diseases and was tested on bath treatment on Mugil liza. The
aim of this study was to test the safe levels of the MBZ use and check for possible
histological signs of toxicity. The baths had duration of 24 hours and the concentrations
tested were: zero, 1, 10, 100, 200mgL-1 and 1 and 5gL-1. Fish treated with 10mgL-1 or
more, showed changes in gill structure, like moderate and severe hyperplasia, focal
necrosis, telangiectasia with rupture of the pillar cells, squamous metaplasia and
increased of mitotic activity. MBZ already has been identified as an agent of oxidative
stress. It is suggested that necrosis has been an oxidative damage or even direct result of
the MBZ. The hyperplasia observed was probably a reactive response. Telangiectasia is
commonly reported in studies where toxic substances were tested. MBZ therapeutic
baths in concentration equal to or higher than 10mgL-1 can cause damage to gill, which

may affect the respiratory capacity and osmoregulation.

Aguaculture is the agrobusiness sector that has showed the largest growth in
recent years (FAO 2010). Therefore it has an increasing interest in the optimization of
the production. However, the increase in stocking density and feeding levels reduces the
quality of water, favoring the appearance of pathologies (Pavanelli, Eiras & Takemoto
2002).

Parasites may represent a gateway to secondary infections (Perry & Randolph
1999), being usually associated to economic losses, due to the occurrence of epizootias,
appetite losses, growth reduction, mortality, and general decrease of the product quality
(Cone 1995).

Gill lesions caused by parasites generally include structural disorganization like
hyperplasia on epithelial and mucous cells, increased mucous production, inflammation
and necrosis (Noga 2010).

Massive mortality related to parasitic diseases is frequently reported in cultured
fishes (Martins, Moraes, Fujimoto, Onaka, Nomura, Silva & Schalch 2000), however
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the parasitic damage are not usually evaluated. In order to minimize these losses,
various antiparasitic drugs have been tested, like a praziquantel (Kim & Cho 2000),
formalin (Sanches, Ostini & Rodrigues 2007), levamizole (Geets, Liewes & Ollevier
1992) and benzimidazole (Buchmann & Bjerregard 1990).

Mebendazole (MBZ) is a common benzimidazole anthelmintic, used for many
years in human and veterinary medicine to treat parasitic infections (Dayan 2003).
Benzimidazoles drugs have high affinity for tubulin, inhibiting polymerization of
microtubules by blocking the parasites vital processes as motility and absortion of
glucose (Frayha, Smyth, Gobert & Savel 1997). MBZ was tested in the treatment of
monogeneans important to aquaculture and proven its efficacy (Kim & Choi 1998;
Buchmann & Bjerregard 1990; Buchmann 1993).

The few studies with fishes do not report cases of apparent signs of MBZ
toxicity (Buchmann & Bjerregard 1990; Tojo, Santamarina, Ubeira, Estevez &
Sanmatin 1992; Schmahl & Benini 1998) and are not found histological studies. Studies
with human cells using albendazole, a similar drug to MBZ, revealed mitotic spindle
lock which may lead to chromosomal abnormalities (Ramirez, Eastmond & Herrera
2007). The MBZ causes microtubules disruption and induces cell apoptosis (Sasaki,
Ramesh, Chada, Gomyo, Roth & Mukhopadhyay 2002). Chen, Twu, Chen & Lin
(2003) found the Steve-Johnson Syndrome (SJS)/ Toxic Epidermal Necrosis (TEN),
acute disease life- threatening conditions, in human patients which were treated with
MBZ. Also, it was observed an increase on insulin levels in the bloodstream (Zawalich,
Dias & Cote 1986) and induction of oxidative stress (Locatelli, Pedrosa, De Bem,
Creczynski-Pasa, Cordova & Wilhelm-Filho 2004) in rats. Martins, Onaka, Moraes &
Fujimoto (2001) observed that MBZ provoked alterations in the defense blood cells,
like lymphocyte and thrombocyte numbers.

losifidou, Haagsma, Olling, Boon & Tanck (1997) found the presence of
residues of MBZ in muscle and skin after 14 days exposure of eels Anguilla anguilla to
bath with 1mgL™ for 24 hours. This kind of information show the importance of new
studies about the advantages and disadvantages, risks of toxicity or even the decline on
quality of the product treated with MBZ.

World aquaculture Mugilidae has improved (FAO 2007). Recent studies show
that Mugil liza is a senior synonym of M. platanus (Fraga, Schneider, Nirchio, Santa-
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Brigida, Rodrigues-Filho & Sampaio 2007; Heras, Roldan & Castro 2009; Menezes,
Oliveira & Nirchio 2010) which indicates that M. liza has a wide distribution on the
Atlantic west coast. It suggests that this species represent an important model for studies
to aquaculture. The aim of this study was to test the safe levels of the MBZ use in the
control of endo and ectoparasites and check for possible histological signs of toxicity.

Juveniles of M. liza (weight = 0.15 £ 0.07 g and total length =2.79 + 0.18 cm)
caught by trawl in the stream that flows into the Cassino Beach (31° 11°55”’S and 52°
11° 14°W), were acclimated in the laboratory for a week before the experiment. The
fish were kept in a tank (15L) with density of 15 fish, salinity 4%, temperature 21°C, as
well as soft and constant aeration (porous stone) and a photoperiod of 12 hours light —
dark. Water parameters (salinity, pH, dissolved oxygen, temperature and ammonia)
were measurement daily. Water was renewed daily (40%) and the bottom of the tank
siphoned. The fish were fed with SUPRA Juvenil® 45% CP, offered three times a day.
During the bath the fish were not fed.

There were conducted two experiments with 24 hours MBZ baths. In the
experiment “A” the treatments ranged from zero to 200mgL™, and in the experiment
“B” were tested concentrations from zero to 5gL™. The treatments were established as
follow: Al = OmgL™ (control), A2 = ImgL™, A3 = 10mgL™, A4 = 100mgL™ and A5 =
200mgL™. The second experiment with three treatments: B1 = OgL™ (control), B2 =
1gL™ and B3 = 5gL*. Each treatment had three replicates. After 24 hours of exposure to
MBZ, the water was completely renewed.

After 48 hours bath, fish were anesthetized with benzocaine and killed. The gill
samples were fixed in Bouin’s fluid and the digestive tract samples were fixed in formol
buffer. All samples were processed on automated equipment LUPE PTO5 and
embedded in Paraplast®. Sections were made of 3u in microtome LUPE MRPO3.
Histological sections were stained with hematoxylin-eosin

During and after MBZ baths there was not observed symptoms of toxicity or
deaths. Digestive tract showed no histological signs of toxicity. Histological analysis of
the gills showed light hyperplasia in the control treatments (Al and B1) and A2 (ImgL’
1. Fish treated with 10mgL™ or more, showed changes in gill structure, moderate and

severe hyperplasia (Figures 1 and 4), squamous metaplasia (Figure 2) and increased of
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mitotic activity, telangiectasia and ruptured pillar cells (Figure 3) as well as focal
necrosis (Figure 4).

At concentrations of 10mgL™ and above, all fish analyzed showed hyperplasia
of the primary lamellae. Several cases of hyperplasia of secondary lamellae caused
lamellar fusion.

Two in five A3 fish, three in five A4 fish, three in four A5 fish showed focal
necrosis. In treatments B2 and B3 all fish analyzed showed necrosis in the gills.

In the treatments A3 and A4, three out of five fish analyzed showed squamous
metaplasia. In treatments A5, B2 and B3 all analyzed fish showed squamous metaplasia
(transformation of the gill simple epithelium in stratified).

Telangiectasia was observed in three out of five fish of A3, two in five fish of
A4, A5 and B3, but was not observed in any fish of B2.

There was not observed any signs of toxicity neither death, concerning the
histological perspective, series of gill damage were observed, probably caused by the
use of MBZ. Light hyperplasia was observed in control treatments (Al and B1) and A2
(ImgL™) being considered probably common lesions in fish from the natural
environment.

The mode of action of MBZ is poorly known, however it is proposed that it
forms, as a result of metabolism, Reactive Oxygen Species (ROS) that can cause
oxidative stress (Locatelli et al. 2004). Among the consequences of oxidative stress are
necrosis and apoptosis (Halliwell & Gutterridge 1999). Therefore it is suggested that
cases of necrosis observed in this study may result from oxidative damage, or the direct
action of the MBZ, since it acts on tubulin, damaging the cells structure (Frayha et al.
1997).

The exhibition continues to ROS generate oxidative damage on DNA of
epithelial cells, generating genetic mutations. When these mutations compromise genes
responsible for cell cycle, there may be clones of cells with proliferative autonomy
(Halliwell & Gutteridge 1999). So, in addition to necrosis, MBZ may be related to the
cases of metastasis in this study.

Mizuno, Toyoda, Fukami, Nakajima & Yokoi (2011) reposted stimulation of
immune cells such as monocytes and generating of inflammatory response after

exposure of human cells to MBZ. In addition, Chen et al. (2003) associated MBZ with
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Stevens-Johnson Syndrome (SJS)/ Toxic Epidermal Necrosis (TEN), suggesting the
involvement of mediators of the immune system. The clear appearance of hyperplasia,
was probably a result of the inflammatory response. The heightened proliferation of
cells, in some cases modifying the structure of simple epithelia and promoting the
fusion of secondary lamellae can still be an adaptative response of the organism for
increase the distance between the external environment (toxic agent) and blood, as
suggested by Sepici- Dingel, Benli, Selvi, Sarikaya, Sahin, Ozkul & Erkog (2009).

Telangiectasia is associated with chemical and physical trauma, may be the
result of managements more severe, injuries or parasitic diseases, metabolic waste or
chemical contaminants (Roberts 2001). The telangiectasia is commonly reported in
situations of contact with toxic substances and their severity varies with the chemical
species and exposure time (Romano & Cueva 1988; Schwaiger, Ferling, Mallow,
Wintermayr & Negele 2004).

In conclusion, MBZ used in therapeutic baths at a concentration equal to or
greater than 10mgL™ can cause gill damage, which may affect the respiratory and
osmorregulatory capacity. In the protocol of this study there were no observations in the
post-shower, so is not possible report any mortality after 24 hours and no possibility of
reversal of histopathological changes observed.
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Legend:

Gills structure of mullets Mugil liza treated with concentrations equal to or greater than
10mg/L MBZ.

Figure 1: Severe hyperplasia (arrow) observed after exposure to 10mg/L MBZ. Scale
bar = 20um;

Figure 2: Squamous metaplasia (arrow) observed after exposure to 1g/L MBZ. Scale
bar = 50pum

Figure 3: Telangiectasia and rupture of the pillar cells (arrow) observed after exposure
to 5g/L MBZ. Scale bar = 50um;

Figure 4: Severe hyperplasia (*) and focal necrosis (arrow) observed after exposure to
10mg/L. Scale bar = 20um;
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi testar a eficacia de banhos de MBZ contra endo e
ectoparasitos de tainhas, Mugil liza, e verificar eventuais alteracdes histoldgicas nos
hospedeiros em decorréncia do uso do MBZ. Juvenis de tainha, naturalmente
parasitados foram coletados, aclimatados e divididos aleatoriamente em 15 aquarios. As
concentracdes usadas, com trés repeticdes cada, foram: 0 (controle), 1, 2, 3 e 5mg/L em
banhos de 24hs de duracdo. A porcentagem de eficacia foi calculada para cada grupo e a
significancia das diferencas entre os grupos foi testada (Kruskal-Wallis - p<0,05).
Foram encontrados trés grupos de parasitos: Ligophorus sp. (Ancyrocephalidae),
Solostamenides sp. (Microcotylidae), ambos Monogenoidea e também um Digenea, ndo
identificado. As concentraces 3 e 5mg/L mostraram eficacia de 56,9 e 65,8%,
respectivamente, contra Ligophorus sp. (p<0,05). As outras concentracfes ndo foram
significativamente eficazes para os demais grupos de parasitos. N&do foram registradas
alteraces histoldgicas relacionadas ao uso do MBZ nos hospedeiros.

Introducéo

Mugilideos (tainhas) ocupam mares tropicais, subtropicais e temperados e
representam importante recurso para pesca e aquicultura (Boglione et al. 2006). No Rio
Grande do Sul é freqliente a presenca de juvenis de tainha ao longo do ano no estuario
da Lagoa dos Patos (Vieira & Scalabrin 1991). Estudos sobre a densidade de estocagem
(Sampaio et al. 2001 ), toleréncia a variacGes de salinidade (Fonseca Neto & Spach
1999), de temperatura (Okamoto et al. 2006) e concentracdo de nitrato (Poersch et al.
2007) evidenciam a alta adaptabilidade deste peixe favorecendo as condi¢des de cultivo.
Os espécimes usados neste trabalho, como modelo para aplicacdo do MBZ, tém
caracteristicas de Mugil platanus, embora estudos recentes (Fraga et al. 2007, Heras et
al. 2009, Menezes et al. 2010) mostrem que M. liza deve ser considerado sinonimia
sénior de M. platanus.

A crescente produtividade aquicola, que envolve praticas nem sempre
adequadas, resulta no aparecimento de varias enfermidades nos peixes (Pavanelli et al.
2002). Parasitoses isoladas normalmente ndo sdo causas de grandes mortalidades para a
piscicultura, entretanto as infec¢Ges tendem a se agravar em situagdes de injdrias e

estresse, altas densidades de cultivo, queda na qualidade e nos parametros ideais da
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agua. Nestas condicOes, as parasitoses podem causar perda do apetite, queda no
crescimento, esterilidade e morte (Pavanelli et al. 2002).

Na ultima década varios surtos de doencas causados principalmente pelo manejo
inadequado e resisténcia aos medicamentos utilizados, em especial os antibidticos,
provocaram grandes prejuizos para a aquicultura no mundo (Kolkovski & KolkovskKi
2011). Dentre os principais parasitos que podem causar doencas na piscicultura estdo os
protozodrios, 0s monogendides, crustaceos, fungos, bactérias e virus (Tavechio et al.
2009).

As grandes perdas econdmicas somadas a crescente demanda por produtos
aquicolas de qualidade e livres de doencas fazem crescer o uso de quimioterapicos na
aquicultura. Entre os quimioterdpicos usados estdo a formalina, 0 permanganato de
potassio e o praziquantel (Tavechio et al. 2009). Entretanto, muitas destas drogas ja
tiveram efeitos toxicos reportados (Pavanelli et al. 2002) além do acumulo na
musculatura dos peixes (Kim et al. 2003), podendo assim prejudicar o consumidor.

A administracdo de quimioterapicos ¢ feita basicamente de trés formas: banhos
terapéuticos, administracdo oral ou injecdo. O tratamento por imersdo ou banho
terapéutico consiste na adicdo da droga a agua e pode ser realizado basicamente de duas
formas: em mergulhos rapidos com altas concentracbes ou banhos prolongados com
concentracdo mais baixa da droga (Hornrr 1983).

Mebendazol (MBZ) vem sendo testado no controle de monogenoides de
importancia na aquicultura e comprovada sua eficacia (Buchmann & Bjerregaard 1990,
Buchmann 1993, Kim & Choi 1998, Martins et al. 2001). Trata-se de um antihelmintico
de uso humano e veterinério, cuja farmacocinética consiste na inibicdo da absorcéo de
glicose, provocando deplecdo dos depdsitos de glicogénio nos microtubulos das células
tegumentarias e intestinais dos parasitos (EMEA 1999). N&o ha registros de sintomas
comportamentais de toxicidade ou morte dos peixes apos o uso de MBZ em banhos
terapéuticos. No caso da administracdo oral, o uso de concentracdes elevadas leva ao
vomito logo apos a ingesta (Taraschewski et al. 1988).

A avaliacdo dos dados disponiveis sugere controveérsias sobre a concentracao de
MBZ que deve ser utilizada nos banhos terapéuticos. A eficacia estd relacionada ao
tempo de exposicdo e a concentragdo do antihelmintico. Banhos rapidos com
concentrages altas de MBZ parecem ndo ter eficacia (Katharios et al. 2006, Tojo et al.
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1992). Doses mais baixas, no entanto, apesar de se mostrarem 100% eficazes
(Buchmann & Bjrregard 1990) podem levar a ineficacia e resisténcia dos parasitos ao
MBZ, numa segunda exposi¢do (Waller & Buchmann 2001).

Os objetivos deste trabalho foram testar a eficicia antiparasitaria de banhos
terapéuticos com Mebendazol em juvenis de tainha, M. liza, e verificar a eventual

ocorréncia de alteracdes histoldgicas no hospedeiro em decorréncia do uso desta droga.

Material e Métodos

Coleta e Experimento

Juvenis de M. liza (CT = 3,06 (+ 0,2) cm e peso médio = 0,29 (x 0,1) g) foram
capturados com rede de arrasto, em arroio que desagua na praia do Cassino (31° 11° 55”
S; 52°11° 14” O), no sul do Brasil. Apos a captura, os peixes foram aclimatados durante
uma semana em laboratorio. Foi realizada necropsia em uma amostra de 20 peixes para
caracterizar qualitativa e quantitativamente a condi¢cdo dos hospedeiros naturalmente
infectados. Os peixes foram divididos em 15 aquérios (11L) numa densidade de 20
peixes/aquario. Fotoperiodo foi de 12hs luz/escuro e, a salinidade foi mantida em 8% (a
mesma encontrada no arroio). Parametros de temperatura, pH (Instrutherm PH1900) e
oxigénio dissolvido (MO128 Dissolved Oxygen Meter) foram verificados diariamente e
testes de amonia foram realizados antes e depois da exposicdo ao MBZ Henrifarma®,
com teste de amdnia téxica. Diariamente os residuos no fundo do aquario foram
sifonados e 40% da &gua renovada. Os peixes foram alimentados com racdo comercial
trés vezes ao dia ateé a saciedade aparente.

Cinco tratamentos (diferentes concentraces de MBZ), com trés repeti¢cdes cada,
administrados por meio de banhos com duragéo de 24hs, foram determinados com base
nos limites seguros definidos por Fihr et al. 2012. Solugbes diluidas de MBZ foram
adicionadas aos aquarios nas seguintes concentragdes: Omg/L (A1) (controle), 1mg/L
(A2), 2mg/L (A3), 3mg/L (A4) e 5 mg/L (A5). Durante o banho os peixes ndo foram
alimentados. Ap6s o banho, a dgua foi totalmente renovada e os peixes foram mantidos
por mais 24hs, sendo a alimentacdo restabelecida. Apds este periodo todos 0s peixes
foram anestesiados com benzocaina em concentracdes letais.

Necropsias
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Uma amostra de 10 peixes de cada aquario foi destinada a necropsias. Foi
realizado exame parasitologico de branquias e tubo digestorio, e 0s parasitos
encontrados foram processados conforme Eiras et al. (2006).

Anélise Histoldgica

Uma amostra de cinco peixes de cada aquario, ao final do experimento, foi
destinada a verificacao de eventuais alteracdes dos tecidos. Branquias foram fixadas em
Bouin e o trato digestério foi fixado em formol tamponado (20%). Todas as amostras
foram processadas em equipamento automatico LUPE PTO5 e incluidos em parafina
(Paraplast®). Para sec¢bes de 3p, microtomo LUPE MRPO03 e corados com HE.

Andlise Estatistica

Diferencas significativas entre os grupos foram testadas com o teste nao-
paramétrico Kruskal-Wallis (p<0,05) e a porcentagem de eficacia foi calculada em cada

caso com a férmula a seguir:

NMPC - NMPT
Eficacia = X 100
NMPC

Sendo:
NMPC = nimero médio de parasitos do grupo controle
NMPT = nimero médio de parasitos do grupo tratado

Resultados

Durante a aclimatacdo e o experimento, os parametros da agua se mantiveram
adequados, apresentando temperatura da agua em média de 20 + 0,27°C, pH 7,3%0,3,
oxigénio dissolvido 7,57 + 0,9mg/L e amdnia em niveis baixos. Nenhum sinal de
toxicidade aparente foi observado durante a exposicdo ao MBZ, tdo pouco, mortalidade
(100% de sobrevivéncia).

No exame histologico ndo foram observados danos branquiais nem mudancas na
morfologia do trato digestério. Foram encontrados trés grupos diferentes de parasitos:
Ligophorus sp. (Ancyrocephalidae), Solostamenides sp. (Microcotylidae), ambos
Monogenoidea encontrados nas branquias, e Digenea (espécie nédo identificada),

encontrado no intestino.
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Os banhos de MBZ com concentracbes de 1mg/L(A2) e 2mg/L(A3)
apresentaram 70 e 100% de eficécia, respectivamente, no tratamento de Solostamenides
sp., mas ndo foram eficazes para os demais grupos. Banhos com concentracdo de 3mg/L
(A4) de MBZ tiveram eficécia de 56,9% para Ligophorus sp., 70% de eficacia sobre
Solostamenides sp. e 41,4% sobre Digenea. Na concentracdo de 5mg/L (A5) a eficécia
foi de 65,8% para Ligophorus sp., 70% para Solostamenides sp. e 10,34% para Digenea.
Todavia, somente os resultados da aplicacdo das doses dos tratamentos A4 e A5 no
tratamento de Ligophorus sp. foram significativamente diferentes (p<0,05) em relagéo
ao controle, ndo diferindo dos demais tratamentos e nem entre si. Os demais resultados
ndo foram significativamente diferentes (Tabela 1).

Tabela 1: Abundancia média dos parasitos encontrados em Mugil liza ap6s banho

terapéutico de 24hs com mebendazol e suas respectivas eficacias.

Tratamento  Grupo Parasita Abundéancia Média Eficacia (%)
Ligophorus sp. 23,7
Al gop . Y
Solostamenides sp. 0,1
controle )
Digenea 2,9
Ligophorus sp. 25,9 0
A2 gop . Y
Solostamenides sp. 0,03 70
(1mg/L) _
Digenea ‘4,3 0
Ligophorus sp. 23,9 0
A3 )
Solostamenides sp. 0 100
(2mg/L) .
Digenea 3 0
Al Ligophorus sp. 10,2* 56,9
Solostamenides sp. 0,03 70
(3mg/L) .
Digenea 1,7 41,4
AS Ligophorus sp. 8,1* 65,8
Solostamenides sp. 0,03 70
(5mg/L) .
Digenea 2,6 10,34

* Apresentam diferenca significativa em relagéo ao grupo controle, A2 e A3, mas

ndo diferem entre si (p< 0,05)
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Discussao

Os parametros de agua e a densidade de estocagem, considerados adequadas
para manutencdo da condicdo normal das tainhas (Fonseca Neto & Spach 1999,
Sampaio et al. 2001, Okamoto et al. 2006), sugere que a qualidade da &gua ndo
interferiu nos resultados observados.

Neste estudo, as concentracdes de 1mg/L e 2mg/L de MBZ ndo se mostraram
eficazes no combate a nenhum dos grupos parasitas encontrados. No entanto,
Buchmann & Bjerregaard (1990) verificaram 100% de eficadcia em banhos com 24hs de
duragdo com 1mg/L de MBZ contra Pseudodactylogyrus sp. (Monogenoidea), em
Anguilla anguilla. Estes autores, entretanto realizaram seus experimentos a
temperaturas de 24°C, além disso, o fato de ser outra espécie parasita e da infeccdo das
enguias ter sido experimental pode ser o motivo de a eficécia ter sido diferente entre 0s
dois trabalhos. Por outro lado, Waller & Buchmann (2001) verificaram ineficacia em
banhos de 24hs para as concentracdes de 1 e 2mg/L para Pseudodactylogyrus sp.
(Monogenoidea), parasitos de A. anguilla, previamente expostas a MBZ. Além de ndo
serem eficazes, concentracbes menores podem favorecer o desenvolvimento de
resisténcia dos parasitos ao MBZ, como reportada por Buchmann et al. (1992).

Martins et al. (2001) observaram em pacu, Piaractus mesopotamicus, eficiéncia
significativa (p<0,05) em banhos de 10min com 100mg/L e 10mg/L durante 24hs contra
Anacanthorus penilabiatus. As diferencas nas concentrac@es eficazes observadas entre
os estudos podem sugerir que espécies distintas de parasitos respondam de forma
diferente ao MBZ.

Por outro lado, a analise dos dados disponiveis aponta para uma baixa eficacia
em banhos répidos com concentragdes altas (Katharios et al. 2006). Tojo et al. (1990)
verificaram melhor eficacia em banhos de 12hs, com concentracdo de 25mg/L do que
em banhos de 3hs com concentracdo de 100mg/L de MBZ, no tratamento da infestagcdo
por Gyrodactylus sp. (Monogenoidea), parasitos de trutas arco-iris Oncorhynchus
mykiss.

As Unicas doses que apresentaram alguma eficacia (p<0,05) foram as de 3 e
5mg/L, apenas para Ligophorus sp. e ainda assim ndo mostraram 100% de eficacia.
Entretanto, como observado no capitulo 1, doses iguais ou superiores a 10mg/L sdo
suficiente para causar danos branquiais. Nenhuma das doses utilizadas foi eficaz
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(p<0,05) no tratamento dos endoparasitos (Digenea), tdo pouco para Solostamenides sp.
(Monogenoidea). Ndo foram encontrados outros estudos reportado eficacia de banhos
terapéuticos de MBZ no tratamento de endoparasitos.

Sugere-se que novos estudos sejam realizados para verificar a velocidade de
recuperacdo e reinfeccdo pelos monogenéticos observados neste experimento. Sugere-
se ainda o uso de banhos de menor duracdo com concentracdes maiores de MBZ,
permitindo uma analise da relacdo risco-beneficio da exposicdo de tainhas M. liza a
banhos com doses mais altas de MBZ, levando em consideracdo as alteracOes

histoldgicas ja reportadas.

Agradecimentos: Os autores agradecem a Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA —
FURG), CAPES e CNPq pela colaboracao.
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Resumo

A inclusdo do quimioterapico na dieta basal dos peixes recebe destaque por ser menos
estressante para 0s animais e em geral menos onerosa e trabalhosa. O objetivo deste
estudo foi verificar a eficacia do MBZ, via administracdo oral, no tratamento de endo e
ectoparasitos de Mugil liza. Juvenis de tainha naturalmente parasitados foram
alimentados, trés vezes ao dia, durante uma semana com racao suplementada com MBZ
nas concentracdes 0, 0,125, 0,25, 0,5 e 1g MBZ/ 2009 racdo. Apds uma semana a dieta
foi substituida por racdo ndo suplementada por mais sete dias. A porcentagem de
eficacia foi calculada para cada grupo e a significancia das diferencas entre 0os grupos
foi testada (Kruskal-Wallis - p<0,05). Foram encontrados trés grupos de parasitos:
Ligophorus sp. (Ancyrocephalidae), Solostamenides sp. (Microcotylidae), ambos
Monogenoidea e um Digenea. Ndo houve diferenca significativa dos tratamentos em
relagdo ao controle, nem mesmo entre os tratamentos (p<0,05). O tratamento T5 (1g
MBZ/ 200g) apresentou o percentual mais alto (97,9%) de eficacia contra Ligophorus
sp., a mesma concentracdo ndo é eficaz no tratamento de Solostamenides sp. e Digenea.
Os percentuais de eficdcia mais altos para Solostamenides sp. e Digenea foram
observados no T4 (0,59 MBZ/ 200g) sendo eles 100 e 53,3%, respectivamente. N&o
foram registradas alterac@es histolégicas nos hospedeiros relacionadas ao uso do MBZ

na racdo oferecida.

Introducéo

A intensificacdo da producdo como forma de aumentar a produtividade aquicola,
somada as préaticas de manejo, transporte e condi¢des ndo ideais dos parametros da dgua
favorecem o estresse. O estresse torna 0s peixes mais suscetiveis a enfermidades,
favorecendo a proliferacdo de organismos com potencial patogénico, resultando em
surtos de doencas infecciosas e parasitarias (Pavanelli et al. 2002).

Quimioterapicos sdo normalmente usados para minimizar as falhas do manejo e
assegurar a qualidade dos produtos, integridade do meio ambiente e seguranga dos
organismos cultivados. Varios protocolos tém sido utilizados com banhos terapéuticos,
0 uso de racGes medicadas, aplicacdo de vacinas (Hornrr 1983) ou probidtiocos que

aumentam a resisténcia dos animais as infec¢des (Mourifio et al. 2012).
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Dentre os antihelminticos j& usados na aquicultura, estdo o sulfato de cobre
(Rowland et al. 2009), permanganato de potassio, cloreto de sodio (Rasowo et al.
2007), praziquantel (Onaka et al. 2003, Kim et al. 2001), levamisol (Schalch et al.
2009), formalina (Katharios et al. 2006), etc. Entretanto, algumas destas drogas séo
altamente toxicas para os peixes (Pavanelli et al. 2002) tendo uma estreita margem de
seguranca.

O Mebendazol (Methyl — 5- benzoylbenzimidazole carbamate) (MBZ) é um
antihelmintico comumente usado na medicina humana e veterinaria (Dayan 2003).
Muito usado na aquicultura de enguias Anguilla anguilla na Europa, para o tratamento
de Pseudodactylogyrus spp. (Székely & Molnar 1987, Buchmann & Bjerregard 1990,
Buchmannn et al. 1992).

O MBZ ¢ usado na forma de banhos terapéuticos (Buchmann & Bjerregard
1990, Martins et al. 2001) ou administrado oralmente (ragdo suplementada) (Kim &
Choi 1998). Ja foi utilizado via administracdo oral no combate de Microcotyle sebastis
(Monogenea) parasito de rockfish Sebastes schelegeli, apresentando boa eficacia e baixa
toxicidade para os peixes (Kim & Choi 1998) e também no controle de Anguillicola
crassus (Nematoda), parasitas de enguias A. anguilla (Taraschewski et al. 1988).

O tratamento adicionado a dieta € menos trabalhoso, ja que em geral ndo é
manejo extra, além de ser menos estressante para 0s peixes e menos oneroso (Hornrr
1983). Porém, a desvantagem € de ndo ser possivel saber se todo o lote de peixes
ingeriu a quantidade necesséria de medicamento.

A eficécia dos tratamentos com MBZ depende dos cuidados com as dosagens,
dos periodos de aplicacdo e das condicGes dos tratamentos, visto que a administracéo de
doses sub-terapéuticas pode levar a selecdo de populacdes de parasitos resistentes a
droga (Buchmann et al. 1992) e a aplicacdo de grandes doses pode se ser toxica e causar
vomitos (Taraschewski et al. 1988). O objetivo do presente estudo foi verificar a
eficacia do MBZ via administracdo oral, no tratamento de endo e ectoparasitos de

tainha, Mugil liza, e verificar possiveis sinais histologicos de toxicidade.

Material & Métodos

Coleta e Aclimatacao
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Juvenis de M. liza (CT = 2,8 (£ 0,2)cm e peso médio = 0,18 (+ 0,5) g) foram
capturados com rede de arrasto, em arroio que desagua na praia do Cassino (31° 11’ 55”
S; 52°11° 14” O), no sul do Brasil. Apos a captura, os peixes foram aclimatados durante
uma semana em laboratério. A presenca de parasitos foi confirmada apOs exame
qualitativo e quantitativo de uma amostra de 45 peixes. Os peixes foram divididos em
15 aquarios (11L uteis) numa densidade de 20 peixes/aquario, fotoperiodo del2hs
luz/escuro e salinidade mantida em 10% (a mesma encontrada no arroio onde foram
coletados). Parametros de temperatura, pH (Intrutherm PH1900) e oxigénio dissolvido
(MO128 Dissolved Oxygen Meter) foram verificados diariamente e testes de amonia
foram realizados duas vezes por semana. Residuos no fundo do aquario foram sifonados
e a renovacao de agua diaria de 40%. Os peixes foram alimentados com racédo comercial
Supra Juvenil®, 45% PB, trés vezes ao dia até a saciedade aparente.

Preparo da racéo e desenvolvimento experimental

Depois da aclimatacdo os peixes passaram a ser alimentados com ragéo
suplementada com MBZ Henrifarma®. A racdo foi preparada a partir da mesma ragédo
utilizada na aclimatacdo. A racdo foi moida, acrescentando-se agua e as diferentes
concentracdes de MBZ a serem experimentadas. Sendo Al = controle, A2 = 0,125¢g
MBZ/ 200g racdo, A3 = 0,259 MBZ/ 200g racédo, A4 = 0,59 MBZ/ 200g racdo e A5 =
1g MBZ/ 200g racdo. Depois disso, a racdo foi re-peletizada e seca em estufa a 60°C. A
racdo oferecida ao grupo controle foi submetida ao mesmo processo, sendo adicionado
apenas agua.

Depois da aclimatacdo, os peixes passaram a ser alimentados com a ragéo
suplementada com MBZ durante sete dias. Cada um dos tratamentos tinha trés
repeticGes. Apds esse periodo os peixes voltaram a ser alimentados com ra¢do ndo
suplementada durante mais sete dias. Ao fim, os peixes foram mortos com doses letais
de benzocaina.

Necropsias

Uma amostra de 10 peixes de cada aquéario foi destinada a necropsias. Foi
realizado exame parasitologico de branquias e tubo digestorio, e 0s parasitos
encontrados foram processados conforme protocolo de Eiras et al.2006.

Analise Histoldgica
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Uma amostra de cinco peixes de cada aquario, ao final do experimento, foi
destinada para exames histologicos. Branquias foram fixadas em Bouin e o trato
digestorio foi fixado em formol. Todas as amostras foram processadas em equipamento
automatico LUPE PTO5 e incluidas em parafina (Paraplast®). Foram realizadas sec¢des
de 3 em micrétomo LUPE MRPO3 e coradas com HE.

Anélise Estatistica

Diferencas significativas entre os grupos foram testadas com o teste ndo-
paramétrico Kruskal-Wallis (p<0,05) e a porcentagem de eficécia foi calculada em cada

caso com a férmula a seguir:

NMPC - NMPT
Eficacia = X 100
NMPC

Sendo:
NMPC = numero médio de parasitos do grupo controle
NMPT = nimero médio de parasitos do grupo tratado

Resultados

Durante a aclimatacdo e o experimento, a qualidade da &gua se manteve
adequada, com temperatura da agua de 20,7 + 0,49°C, pH 7,2 0,07, oxigénio
dissolvido 6,45 +0,83mg/L e amdnia 0,44+ 0,14mg/L. Nenhum sinal de toxicidade
aparente foi observado durante a exposicdo aoc MBZ.

No exame histol6gico ndo foram observados danos branquiais nem mudancas
na morfologia de O6rgdos do trato digestorio. Realizadas as necropsias, foram
encontrados trés grupos diferentes de parasitos: Ligophorus sp. (Ancyrocephalidae),
Solostamenides sp. (Microcotylidae), ambos Monogenoidea encontrados nas branquias,
e Digenea (ndo identificado), encontrado no intestino.

N&o houve diferenca significativa dos tratamentos em relagdo ao controle, nem
mesmo entre os peixes alimentados com MBZ (p<0,05). Em rela¢éo & porcentagem de
eficacia sobre Ligophorus sp., o tratamento T5 (1g MBZ/ 200g) foi o que mostrou o
percentual mais alto (97,9%). A mesma concentracdo ndo se mostrou eficaz no
tratamento de Solostamenides sp. e Digenea. Os percentuais de eficacia mais altos para
Solostamenides sp. e Digenea foram observados no T4 (0,59 MBZ/ 200g) sendo eles
100 e 53,3%, respectivamente (Tabela 1).

52



Tabela 1: Abundancia média dos parasitos encontrados em Mugil liza apds alimentacéo

com dieta suplementada com mebendazol e suas respectivas eficacias.

Eficacia
Tratamento Grupo Parasita Abundéancia Média (%)
Ligophorus sp. 5,3 -
Tl Solost id 0,3
controle olostamenides sp. : -
Digenea 0,1 -
T2 Ligophorus sp. 0,4 93,2
(0,1250/200g) Solosta_menldes sp. 0,2 25,8
Digenea 0,5 0
Ligophorus sp. 0,3 94,7
13 Solostamenid 0 87,1
(0,25g/200g) olostamenides sp. :
Digenea 0,1 20
Ligophorus sp. 0,2 96,6
T Solostamenid 0 100
(0,5/200g) olostamenides sp.
Digenea 0,07 53,3
Ligophorus sp. 0,1 97,9
1° Sol id 0,3 0
(1g/200g) 0 ostamenl es sp. :
Digenea 0,2 0
Discussao

Os parametros de &gua e a densidade de estocagem, considerados adequados
para manutencdo da condicdo normal das tainhas (Fonseca Neto & Spach 1999,
Sampaio et al. 2001, Okamoto et al. 2006), sugerem que a qualidade da agua néo
interferiu nos resultados observados.

Assim como observado no presente trabalho, Kim & Choi (1998) também néo
encontraram eficacia significativa na dieta suplementada com 0,25g de MBZ/ 200g de
dieta basal durante 7 e 14 dias. Ainda que ndo tenham sido significativamente diferentes
(p<0,05), Kim & Choi (1998) obtiveram evidéncias de melhores resultados de eficacia
em peixes tratados durante 14 dias.

Araujo & Chagas (2006) testaram algumas concentracfes de MBZ, adicionadas
a dieta basal durante 7 e 14 dias, verificando eficacia significativa (p<0,05) na redugéo
de Monogenoidea parasitos de tambaqui Colossoma macropomum tratados com 1 e
0,59/Kg de dieta basal por 7 e 14 dias, respectivamente. Além disso, 0s autores

observaram aumento na eficacia em tratamentos de 14 dias.
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Como relatado por Noga (2010), a eficacia do MBZ parece ser espécie
dependente, o que confirma os resultados observados, com concentracbes parecidas
aquelas usadas por Araujo & Chagas (2006), ndo terem dado resultado no presente
estudo.

Como neste estudo, Merella & Garippa (2001) também encontraram Ligophorus
spp. na maioria (47 - 100%) dos mugilideos estudados na Lagoa Mistras no este do
Mediterraneo. No mesmo estudo, apenas uma espécie de Solostamenides foi reportada e
em apenas 4% de uma das espécies hospedeiras estudadas. Uma das possiveis
explicagdes para diferenca marcante na intensidade média encontrada entre as duas
espécies de Monogenoidea pode ser a relacdo de tamanho que cada uma delas guarda
com o tamanho do hospedeiro. Espécies de Ligophorus como L. uruguayesis tem
comprimento entre 650 e 2689 um de comprimento total (CT) e 72 e 227 um de largura
maior (LM), ou L. mugilinus 650 e 800 um CT e 537 e 806 um LM e L. huitrempe 537
e 806 um CT e 806 um LM (dados de Siquier & Nufiez 2009). Por outro lado, espécies
de Solostamenides como S. platyorchis tem entre 2730 e 3998 um CT e 536-1375 um
LM (Jianyin & Tingbao 2001). Assim, a marcante diferenca de tamanho entre as
espécies destes dois géneros pode estar sendo compensada na também distinta
intensidade média de infeccao.

No entanto o significado das relacdes do tamanho dos hospedeiros versus o
tamanho dos parasitos na composicdo das assembléias parasitas ainda continua
controverso para a maioria dos autores que tem feito essa abordagem (Guégan et al.
1992, Poulin 1999, George-Nascimento et al. 2002, Johnson et al. 2005). De qualquer
forma, parecem evidentes que estdo estabelecidas estratégias distintas na forma de
ocupacdo do espacgo por estes dois grupos de parasitos. Baker et al. (2005) relatam um
comportamento de Metamicrocotyla macracantha, também um microcotilideo parasito
de mugilideo, similar ao que foi observado neste estudo com Solostamenides sp. M.
macracantha utiliza seu haptor para fixar-se em um filamento e como seu corpo é
longo, enrola um ou mais filamentos branquiais. Com isso ocupa uma grande superficie
e estabelece uma clara competicdo com outras espécies. Estratégia similar pode estar

acontecendo nos peixes estudados aqui.
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Estudos com a utilizagdo das doses reportadas aqui por um periodo maior e com
analise de palatabilidade da racdo com as mesmas doses devem confirmar a

possibilidade de melhora na eficacia do MBZ.
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Discussao Geral & Conclusdes

Os parametros de agua e a densidade de estocagem de todos os experimentos sao
considerados adequados para manutencdo da condicdo homeostatica das tainhas
(Fonseca Neto & Spach 1999, Sampaio et al. 2001, Okamoto et al. 2006), sugerindo
que a qualidade da agua nao interferiu nos resultados observados. Isso permite sugerir
que as adversidades econtradas podem ser atribuidas ao MBZ.

Peixes tratados com 10mg/L ou mais por meio de banhos apresentaram danos
histoldgicos nas branquias, que foram relacionados a exposicdo ao MBZ. N&o haviam
sido reportados casos de toxicidade do MBZ em peixes. Entretanto estudos relatam
varios danos para outros organismos, dentre eles estimulacdo de células imunes e
resposta inflamatdria decorrente da administracdo de MBZ em humanos (Mizuno et al.
2011, Chen et al. 2003). A hiperplasia observada nos peixes no presente estudo pode ter
sido uma resposta inflamatoria. A alta proliferacdo celular, que em alguns casos levou a
fusdo das lamelas secundarias, pode ter sido uma resposta adaptativa para aumentar a
distancia entre os vasos e 0 ambiente externo como preconizado por Sepici-Dingel et al.
(2009). A telangiectasia é relacionada a danos fisicos e quimicos (Roberts 2001) e sua
intensidade depende do tempo de exposicdo e da concentracdo do causador (Romano &
Cueva 1988).

Ainda que seja pouco elucidado sobre o modo de acdo, sabe-se que como
resultado do metabolismo do MBZ, ha formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Locatelli et al. 2004). O estresse oxidativo, causado entre outros pelo acimulo
de EROs, pode causar necrose e apoptose (Halliwell & Gutterridge 1999), isso permite
sugerir que o0s casos de necrose observados sejam resultado do estresse oxidativo ou
ainda acgéo direta do MBZ, que inibindo a a¢do da tubulina (Frayha et al. 1997), afetou a
estrutura celular. Além disso, a exposi¢cdo continua aos EROs pode causar dano
oxidativo no DNA celular gerando mutacbes genéticas. Quando mutagdes
comprometem os genes responsaveis pelo ciclo celular, podem haver clones de células
com autonomia proliferativa (Halliwell & Gutteridge 1999), justificando o
aparecimento de metaplasia.

No exame histologico em todos os experimentos, ndo foram observados danos
nem mudangas na morfologia de 6rgéos do trato digestorio. Necrdpsias realizadas antes

e depois dos experimentos revelaram trés grupos diferentes de parasitos: Ligophorus sp.
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(Ancyrocephalidae), Solostamenides sp. (Microcotylidae), ambos Monogenoidea
encontrados nas branquias, e Digenea, encontrado no intestino. Estes parasitos ja
haviam sido reportados para espécies de mugilideos (Abdallah et al. 2009, Jianyn &
Tingbao 2001, Pankov et al. 2008).

Buchmann & Bjerregaard (1990) verificaram 100% de eficacia de banhos de
24hs de duragdo com 1mg/L de MBZ contra Pseudodactylogyrus sp. (Monogenoidea),
em Anguilla anguilla. Em contrapartida, no presente estudo as concentracdes de 1 e
2mg/L ndo foram eficazes contra nenhum grupo parasita. Resultado semelhante foi
observado por Waller & Buchmann (2001) que verificaram ineficacia em banhos de
24hs para as concentragdes de 1 e 2mg/L para Pseudodactylogyrus sp. (Monogenoidea),
parasitos de A. anguilla, previamente expostas a MBZ. Martins et al. (2001) observaram
eficacias significativas em banhos de 10 min e 24hs com as concentracdes de 100mg/L
e 10mg/L respectivamente contra Anacanthorus penilabiatus (Monogenoidea) parasitos
de pacu, Piaractus mesopotamicus.

No presente estudo, as Unicas doses que apresentaram alguma eficécia (p<0,05)
foram as de 3 e 5mg/L, apenas para Ligophorus sp. e ainda assim ndo mostraram-se
100% eficazes. Entretanto, como observado no capitulo I, doses iguais ou superiores a
10mg/L sdo suficientes para causar danos branquiais. Por outro lado além de ndo
eficazes, concentragdes menores podem também selecionar parasitos resistentes ao
MBZ (Buchmann et al. 1992). As diferencas dos resultados deste experimento quando
comparados com os dados de Buchmann & Bjerregaard (1990) e Martins et al. 2001
sugerem que espécies distintas de parasitos respondam de forma diferente ao MBZ
(Noga 2010). Sustentando os resultados encontrados neste estudo, ndo ha relatos de

eficacia de banhos terapéuticos com MBZ no combate de endoparasitos.

N&o foram realizados experimentos testando a eficdcia de banhos com
concentragdes entre 5 e 10mg/L que talvez pudessem ter revelado melhores resultados.
Por outro lado, poderiam também ser realizados experimentos de menor duracdo e
concentracdes maiores de MBZ, como as realizadas por Martins et al. (2001). Ainda
que os dados disponiveis apontem para uma baixa eficacia em banhos rapidos com
concentracdes altas de MBZ (Katharios et al. 2006, Tojo et al. 1990), ndo existem

estudos com a utilizagdo de tratamento em M. liza.
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Experimentos realizados com a inclusdo de MBZ na dieta basal néo
apresentaram diferencas significativas na diminuicdo de nenhum grupo parasita.
Resultado sustentado por Kim & Choi (1998) que também ndo encontraram eficécia
significativa na dieta suplementada com 0,259 de MBZ/ 200g de dieta basal durante 7 e
14 dias. Contudo, Aratjo & Chagas (2006) testaram dietas com MBZ durante 7 e 14
dias, verificando eficacia significativa (p<0,05) na reducdo de monogenoidea parasitos
de tambaqui Colossoma macropomum tratados com 1 e 0,5g/Kg de dieta basal por 7 e
14 dias, respectivamente.

A eficicia do MBZ parece ser espécie dependente (Noga 2010), o que confirma
os resultados observados, com concentracdes parecidas com as usadas por Araljo &

Chagas (2006), ndo terem dado resultado no presente estudo.

Ainda que ndo tenham sido significativamente diferentes (p<0,05), Kim & Choi
(1998) obtiveram melhores resultados de eficAcia em peixes tratamentos durante 14
dias. Bem como Araljo & Chagas (2006) que também observaram maior eficacia apos
alimentacdo por 14 dias. Estudos com a utilizacdo dessas doses por um periodo maior

devem confirmar a possibilidade de melhora na eficacia do MBZ.
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Sugestbes para futuros estudos utilizando o antihelmintico MBZ em tainhas, Mugil

liza

10.

11.

12.
13.

Realizagdo de outro experimento com ragdo suplementada com MBZ, com as
mesmas concentracdes usadas aqui, mas durante um tempo maior, por exemplo,
14 dias.

Realizacdo de experimentos para testar se a adicdo de MBZ a racdo afeta a
palatabilidade da mesma, o que poderia estar comprometendo a sua eficacia.
Verificacdo da possibilidade de interferéncia do MBZ no peso dos peixes.
Realizacdo de experimentos com banhos terapéuticos de menor duracdo e
maiores concentracdes de MBZ.

Verificacdo da possibilidade de resisténcia dos parasitos ao MBZ, resultado do
uso de doses subterapéuticas da droga.

Determinacdo do tempo de meia vida do produto e a possibilidade de acimulo
de residuos de MBZ na musculatura dos peixes.

Verificacdo da velocidade de recuperacdo e reinfeccdo pelos monogendidea apds
exposicdo ao MBZ.

Verificacdo de possivel reversdo dos danos branquiais causados por
concentragcdes maiores de MBZ.

Realizacdo de experimentos utilizando concentragdes maiores de MBZ, com
intubacéo direta no estdmago de peixes, previamente anestesiados.

Verificacdo de possivel interferéncia hematoldgica nas tainhas pelo uso do
MBZ.

Realizacdo de experimento usando MBZ + levamizol e somente levamizol, para
comparagéo de resultados.

Repeticdo dos experimentos com infecgdo experimental.

Realizacdo de experimentos usando MBZ + nucleotideos e somente
nucleotideos, para comparacao de resultados.
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