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RESUMO GERAL

Considerando a importancia da tainha Mugil platanus Giinther, 1880 como fonte de
alimento e alternativa de emprego para comunidades locais, este estudo objetiva
estabelecer a fauna parasitaria e a forma de utilizacdo de M. platanus pelos parasitos,
definir a toxicidade do formol e a concentragéo eficaz para erradicar ou mesmo minimizar
a parasitose e, por altimo, verificar quais as lesdes causadas pelo formol e/ou pelos
parasitos em juvenis da tainha M. platanus. Quarenta juvenis de tainha M. platanus com
peso 1 £ 0,26g e comprimento 4,1 + 0,4cm foram coletados em arroio na Praia do Cassino,
no municipio de Rio Grande - RS - Brasil. Os hospedeiros foram necropsiados e 0s
ectoparasitos foram fixados em formol 5 %, corados, clarificados e posteriormente
montados em laminas permanentes com balsamo do Canada para identificagdo. Outros
foram montados em meio de Grey-Wess para verificacdo de estruturas esclerotizadas. Os
endoparasitos foram fixados em AFA e corados em carmim de Semichon, clarificados e
posteriormente montados em laminas permanentes com balsamo do Canada para
identificacdo. Foram identificados Ligophorus cf. uruguayense (Monogenoidea:
Ancyrocephalidae) e Solostamenides cf. platyorchis (Monogenoidea: Microcotylidae) nas
branquias. Foram reportados Digenea e Nematoda nos intestinos. A prevaléncia (P %) de
L. cf. uruguayense foi 100 %, a intensidade de infestacdo (Il) variou entre 2 e 110, a
intensidade média de infestacdo (IMI) foi 23,4 e a abundancia média (AX) foi 23,4. A
prevaléncia (P %) de S. cf. platyorchis foi 10 %, a intensidade de infestagdo (Il) variou
entre 1 e 3, a intensidade média de infestacdo (IMI) foi 1,5 e a abundancia média (AX) foi
0,15. A prevaléncia (P %) de Digenea foi 92,5 %, a intensidade de infeccdo (Il) variou
entre 1 e 40, a intensidade média de infeccdo (IMI) foi 2,67 e a abundancia média (AX) foi
2,47. A prevaléncia (P %) de Nematoda foi 6,7 %, a intensidade de infeccédo (1) foi 1, a
intensidade média de infeccéo (IMI) foi 1 e a abundancia média (AX) foi 0,07. Os elevados
indices de infestacdo por Monogenoidea e de infeccdo por Digenea apontam o potencial
dano que estes parasitos podem representar nos cultivos. Para analisar a toxicidade do
formol para M. platanus e a eficacia deste quimioterapico no controle de parasitos, foram
realizados quatro experimentos. Os juvenis foram mantidos em béqueres de 1 L, densidade
8 peixes/ béquer, temperatura da agua 21 °C, fotoperiodo 12 h, salinidade da agua 5,
aeracdo suave e constante e mantidos em jejum e em observacdo para andlise da
sobrevivéncia. Para determinar a toxicidade do formol aos juvenis foi realizado um teste de

toxicidade aguda 96 h, em que os tratamentos foram um controle (sem adig¢éo de formol na
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agua) mais 5 concentracfes: T1 (5), T2 (8), T3 (15), T4 (30) e T5 (50) mg/L de formol em
triplicata. Para verificar a eficiAcia no controle parasitario foi administrado um banho
profilatico de 1 h de formol, em que os tratamentos foram um controle (sem adicdo de
formol na &gua) mais 5 concentragcbes: T1 (25), T2 (50), T3 (100), T4 (150) e T5 (200)
mg/L de formol na agua em triplicata. No teste letal de toxicidade aguda, ndo houve
diferencga significativa (P > 0,05) entre as réplicas e a temperatura (°C), salinidade, pH, O,
dissolvido na agua (mg/L), aménia total (mg/L) e a concentracdo letal mediana a 50 %
(CLsg) em 96 h foi estimada em 20,77 mg/L de formol. No banho profilatico com
formalina durante 1 h, todos os tratamentos foram eficientes eliminando 100 % dos
parasitos, exceto no tratamento com 25 mg/L, em que foram identificados L. cf.
uruguayense em 13,33 % dos peixes. Houve 100 % de sobrevivéncia dos hospedeiros em
todos os tratamentos, exceto na concentracdo 200 mg/L em que a sobrevivéncia foi 87,5 %.
Banhos com 25 mg/L de formol durante 1 h s&o indicados para o controle de S. cf.
platyorchis e 50 mg/L para o controle de L. cf. uruguayense, por possuir menor
concentracdo de formol e alta sobrevivéncia dos peixes. Porém, nenhuma das
concentracdes testadas é eficiente no controle de endoparasitos. Por ultimo, para
determinar as lesbes causadas nas branquias de formol e/ou pelos Monogenoidea, trés
peixes de cada tratamento, provindos do banho profilatico com formol para o controle de
parasitoses foram encaminhados para analise histologica. Foi observado que o aumento da
concentracdo de formol causou lesdes mais graves nas branquias. Foi observada
hiperplasia leve nos animais mantidos como controle, desprendimento do epitélio
respiratério no T2, hiperplasia moderada no T3, aumento da atividade opercular no T4 e
necrose, natacdo erratica e mortalidade no T5. Os resultados histopatoldgicos deste estudo
mostram que banhos de 50 mg/L de formol durante 1 hora podem ser aplicados em juvenis
de M. platanus para o controle de Monogenoidea, pois nesta concentracdo, as lesdes

histoldgicas causadas nos hospedeiros sao leves e a sobrevivéncia dos juvenis € alta.

Palavras-chave: Monogenoidea, Digenea, Nematoda, formol, toxicidade, controle de

parasitoses, Mugil platanus, lesdes histopatoldgicas.



GENERAL ABSTRAT

Considering the importance of mullet Mugil platanus Ginther, 1880 as a food
source and alternative employment for local communities, this study aims to establish the
parasitic fauna and how M. platanus use by the parasites to define the toxicity of
formaldehyde and the effective concentration to minimize or even eradicate the parasites
and, lastly, to evaluate the damages caused by formaldehyde and/or parasites in the
juvenile mullet M. platanus. Forty juvenile mullet M. platanus weighing 1 £ 0.26 g and
length 4.1 + 0.4 cm were collected in the stream at Cassino Beach, in Rio Grande - RS -
Brazil. The hosts were necropsied and the parasites were fixed in 5 % formaldehyde,
stained, clarified and subsequently mounted on permanent slides with Canada balsam for
identification. Others parasites specimens were mounted in the middle of Gray-Wess to
check sclerotic structures. The endoparasites were fixed in AFA and stained with carmine
Semichon, clarified and subsequently mounted on permanent slides with Canada balsam
for identification. It was identified Ligophorus cf. uruguayense (Ancyrocephalidae) and
Solostamenides cf. platyorchis (Microcotylidae) in the gills. It was reported Digenea and
Nematoda in the intestines. The prevalence (P %) of L. cf. uruguayense was 100 %, the
intensity of infestation (1) ranged between 2 and 110, the average intensity of infestation
(IMI) was 23.4 and average abundance (AX) was 23.4. The prevalence (P %) of S. cf.
platyorchis was 10 %, the intensity of infestation (I1) ranged between 1 and 3, the average
intensity of infestation (IMI) was 1.5 and mean abundance (AX) was 0.15. The prevalence
(P %) of Digenea was 92.5 %, the intensity of infection (II) ranged between 1 and 40, the
average intensity of infection (IMI) was 2.67 and the average abundance (AX) was 2.47.
The prevalence (P %) of Nematoda was 6.7 %, the intensity of infection (Il) was 1, the
mean intensity of infection (IMI) was 1 and mean abundance (AX) was 0.07. High levels
of infestation Monogenoidea and infection Digenea point to the potential damage that these
bodies may represent the cultures. To analyze the toxicity of formalin to M. platanus and
efficacy of chemotherapy in the control of parasites, four experiments were conducted.
Juveniles were kept in beakers of 1 liter, density 8 fish/beaker, water temperature 21 °C, 12
h photoperiod, water salinity 5, smooth and constant aeration and maintained at fasting and
under observation for survival analysis. To determine the toxicity of formaldehyde was
carried out acute toxicity test, in which the treatments were a control (no added
formaldehyde in water) and 5 more concentrations: T1 (5), T2 (8), T3 (15), T4 (30) and T5
(50) mg/L of formaldehyde in triplicate. To verify the effectiveness of formaldehyde on
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parasite control was given a bath of 1 h of the substance in which the treatments were a
control (no added formaldehyde in water) and 5 more concentrations of formaldehyde: T1
(25), T2 (50) , T3 (100), T4 (150) and T5 (200) mg/L of formaldehyde in water in
triplicate. In the test lethal acute toxicity, no significant difference (P > 0.05) between
treatment and temperature (°C), salinity, pH, dissolved O, in water (mg/L), total ammonia
(mg/L) and lethal concentration to 50 % of the sample (LCsp) at 96 h was estimated to be
20.77 mg/L of formaldehyde. In the final bath of formaldehyde for 1 h, all treatments were
efficient by eliminating 100 % of parasites, except for treatment with 25 mg/L, which were
identified L. cf. uruguayense in 13.33 % of the fish. There was 100 % survival of the hosts
in all treatments, except at the concentration 200 mg/L in which survival was 87.5 %.
Baths with 25 mg/L formaldehyde for 1 h are indicated for the control of S. cf. platyorchis
and 50 mg/L for the control of L. cf. uruguayense, because it has lower concentration of
formaldehyde and high survival of fish. However, none of the concentrations tested is
effective against endoparasites. Finally, to determine the damage caused by formaldehyde
in the gills and/or the Monogenoidea, three fish per treatment, coming the final bath of
formaldehyde to control parasitosis were sent for histological analysis. It was observed that
increasing the concentration of formaldehyde caused more severe lesions in the gills. Mild
hyperplasia was observed in animals kept as control, detachment of the respiratory
epithelium in T2, moderate hyperplasia in T3, increased opercular activity in T4 and
necrosis, erratic swimming and mortality in T5. Histopathological results of this study
show that bath of formaldehyde at a concentration of 50 mg/L for 1 hour can be applied to
juveniles of M. platanus to control Monogenoidea, because in this concentration,

histological lesions caused in the host are lightweight and survival of juveniles is high.

Keywords: Monogenoidea, Digenea, Nematoda, formaldehyde, toxicity test, control of

parasitosis, Mugil platanus, histopathological lesions.



INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é uma importante alternativa para a obtencdo de proteina animal de
qualidade e destaca-se como atividade geradora de emprego. Cultivar espécies nativas
como a tainha (Mugilidae) com potencial produtivo é uma alternativa para atender a
demanda da populagdo humana por alimento (Crescéncio 2005). Trés espécies de
Mugilidae sdo encontradas no Estuério da Lagoa dos Patos na regido Sul do Brasil: Mugil
gaimardianus Desmarest, 1831; M. platanus Gilinther, 1880 e M. curema Valenciennes,
1836 (Vieira 1991). A reproducdo e a desova de M. platanus ocorrem no oceano e 0S
primeiros estagios larvais tém habito alimentar zooplanctéfago. Os juvenis sdo iliéfagos e
migram para regides estuarinas, onde sdo encontrados em abundancia no inverno e na
primavera (Vieira 1991).

O reconhecimento da tainha M. platanus da-se através de caracteristicas
morfologicas como corpo alongado (férmula das aletas) - Dorsal 1: IV, Dorsal 2: 1+8;
Anal: 111+8 e aproximadamente 36 séries transversais de escamas nas laterais do corpo. E
uma espécie costeira, forma cardumes e habita regides estuarinas. A tainha M. platanus
tem distribuicdo geogréafica desde o Rio de Janeiro até a Argentina, pode atingir até 60 cm
de comprimento, peso entre 3 e 4 kg (Vieira & Scalabrini 1991) e representa grande
potencial econdmico a pesca artesanal (Godinho 2004).

A rusticidade, o crescimento precoce, a eurihalinidade e a euritermicidade
viabilizam os cultivos e sdo caracteristicas dos Mugilidae comprovadas por meio de
estudos como a densidade de estocagem para juvenis (Sampaio et al. 2001), desova
induzida (Lee et al. 1987; Godinho et al. 1993), sobrevivéncia em diferentes salinidades
(Fonseca Neto & Spack 1999), biologia reprodutiva (Torres et al. 2008) e a temperatura
ideal para o cultivo de juvenis (Okamoto et al. 2006). Outros estudos demonstram que M.
platanus é mais tolerante a amonia e ao nitrito em ambientes com maior salinidade
(Sampaio et al. 2002) e € altamente tolerante ao nitrato (Poersch et al. 2007), mostrando ter
facil adaptacdo ao cativeiro.

O aumento das densidades de estocagem nos cultivos contribui severamente para o
aumento da quantidade de matéria orgénica, gerada pela excrecdo dos animais,
comprometendo, dessa forma, a qualidade da agua (Thompson et al. 2002). O
aparecimento de doencgas compromete as atividades de piscicultura e o0 excesso de material
organico favorece o desenvolvimento de microorganismos ciliados (Madsen et al. 2000),

bem como as condig¢des precarias de sanidade no povoamento de “raceways” podem estar

10



relacionadas com o aparecimento de parasitos nos cultivos podendo causar altas
mortalidades (Jorgensen et al. 2009).

Os estudos sobre a biologia e as espécies de parasitos associados aos organismos
aquaticos tém aumentado (Luque 2004), uma vez que as doencas parasitarias sdo fatores
responsaveis pela queda do potencial produtivo de peixes em geral (Godinho 2004). As
infestacBes em organismos aquaticos podem ocorrer por ectoparasitos a citar Crustacea
(Manera et al. 2003; Azevedo et al. 2006; Lima et al. 2007), Monogenoidea
(Platyhelminthes) (Ranzani-Paiva & Silva-Souza 2004, Schalch et al. 2006, Hutson et al.
2007, Sanches et al. 2007) e Protozoa (Knoff & Serra-Freire 1993; Woo 1996; Schalch et
al. 2006). Por outro lado, infeccOes por endoparasitos comumente sdo observadas em
organismos aquaticos a citar Digenea (Bray & Cribb 2001), Cestoda (Mladineo 2006) e
Nematoda (Wharton et al. 1999, Lymbery et al. 2002). A variedade de parasitos demonstra
a importancia de realizar estudos sobre a parasitologia das espécies de peixes cultivados.

Com importancia sanitaria na aquicultura, os parasitos causam diversos distirbios,
por meio da reducdo da eficacia do sistema imunoldgico do hospedeiro (Secombes &
Chappell 1996). A presenca de Monogenoidea em M. platanus, co-infestados com
Trichodina sp. e Copepoda causou diminuigdo no peso vivo em “tainhas” (Ranzani-Paiva
& Silva-Souza 2004). Em andlise histoldgica, foi verificado que espécies de Myxobolus
(Protozoa) causaram infeccdes nas branquias, figado e intestino, bem como Kudoa spp.
(Protozoa) promoveram alteracBes no es6fago (Knoff & Serra-Freire 1993). Em outro
estudo, Oliveira et al. (2007) observaram alta quantidade de Ascocotyle longa (Digenea)
nos rins (58,6%), figado (19,7%) e coracdo (21,6%), causando edema generalizado.
Segundo Manera et al. (2003), o parasitismo de Copepoda causou diminui¢do do
comprimento e do peso vivo de Sea bass (Pisces) e maior quantidade de agua na
musculatura, diminuindo o valor nutricional da carne destes peixes. Lima et al. (2007)
afirmaram que infestacbes por Riggia paranensis (Cymothoidea), um crustaceo
hematdfago, causaram inibicdo reprodutiva e diminuicdo da quantidade de horménios
esteroides em Cyphocharax gilbert (Pisces). Mladineo (2006) revelou que infeccbes por
larvas de Hepatoxylon trichiuri (Cestoda) causaram migracdo linfocitica, atrofia de
glandulas e hiperplasia do tecido conectivo em “atum’ Thunnus thynnus.

Os Monogenoidea parasitam especialmente peixes (Cribb et al. 2002). Podem
infestar as branquias, a superficie corporal, as narinas, as nadadeiras e, alimentam-se,
basicamente de células epiteliais e mucosas (Buchmann & Lindenstrom, 2002). A maioria

das especies é ectoparasita e o comprimento corporal pode atingir at¢é 3 cm. Poucas
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espécies de Monogenoidea sdo endoparasitas, como € o caso de Enterogyrus globodiscus e
E. papernai que infectam o estbmago de ciclideos (Eiras 1994). Espécies de
Gyrodactylidae (Monogenoidea) sdo altamente prolificos podendo apresentar mais de uma
geracdo de embrido dentro de seu Utero (Boeger et al. 2003) e podem causar grandes
mortalidades em cultivos se a intensidade de infestagdo no hospedeiro é severa
(Kristmundsson et al. 2006).

Espécies de Ligophorus e de Solostamenides parasitam peixes marinhos.
Entretanto, todas as especies de Ligophorus conhecidas infestam espécies de Mugil. As
espécies deste taxa sdo oviparas, portanto apresentam capacidade de rapida proliferacéo
nos cultivos em que o espaco é reduzido e o perigo de mortalidades por severas infestacGes
é alto. Seis espécies de Ligophorus Euzet & Suriano 1977 sdo conhecidas na América do
Sul das quais quatro foram descritas no Brasil no Estado do Rio de Janeiro: L. brasiliensis
Abdallah, Azevedo & Luque, 2009; L. guanduensis Abdallah, Azevedo & Luque, 2009; L.
lizae Abdallah, Azevedo & Luque, 2009 e L. tainhae Abdallah, Azevedo & Luque, 2009.
Na Argentina foi descrito L. saladensis Marcotegui & Martorelli, 2009 e no Uruguai foi
descrito L. uruguayense Failla Siquier & Ostrowski de Nufez, 2009. A diferenciacdo das
espécies de Ligophorus da-se pelo comprimento e pela forma das pecas esclerotizadas do
haptor e do aparelho copulatério masculino. O haptor é arredondado e formado por
ganchos marginais e ancoras (Mariniello et al. 2004; Sarabeev et al. 2005; Dmitrieva et al.
2009).

Os Microcotylidae sdo oviparos e alimentam-se preferencialmente de sangue. O
haptor, na maioria das vezes é pedunculado, podendo ser simétrico ou assimétrico. Possui
pingas, ventosas e ganchos que facilitam o deslocamento no corpo do hospedeiro (Eiras
1994). Metamicrocotyla macracantha Alexander, 1954; Koratha, 1955 foi reportado em M.
cephalus na Australia (Young 1970) e Solostamenides pseudomugilis Hargis, 1956 para o
mesmo hospedeiro, no México (Williams 1991). Ndo sdo conhecidos registros de espécies
de Solostamenides parasitando espécies de Mugil no Brasil.

Monogenoidea infestam microhabitats do hospedeiro como as nadadeiras e a
cabeca (Heinecke et al. 2007) e as branquias (Hafidi et al. 1998). As respostas dos
hospedeiros ao ataque dos parasitos sdo bem definidas, porém os componentes atuantes
nos mecanismos imune-responsaveis, como as células epiteliais e as células mucosas sao
pouco conhecidos (Buchmann 1999). Segundo Buchmann & Lindenstrom (2002), os
Monogenoidea fixados nos hospedeiros liberam diferentes secre¢cdes no local do ataque,

podendo causar producdo excessiva de muco e hiperplasia do epitélio branquial. Neste
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contexto, o estudo da fauna e do modo de agdo dos Monogenoidea em cultivos é de
importancia, principalmente no caso de Mugilidae em que a presenca deste grupo de
parasitos é pouco estudada.

Endoparasitos podem ser detectados nos intestinos dos hospedeiros. A ocorréncia de
espécimes de Digenea e de Nematoda pode estar relacionada ao ciclo de vida dos parasitos
no ambiente aquatico e pelo habito alimentar de seus hospedeiros. Os Digenea possuem
ciclo de vida complexo (Cribb et al. 2002) e a presenca de aves aquaticas, como 0s biguas
(Phalacrocorax brasilianus Gmelin, 1789) e as garcas (Ardea cocoi Linnaeus, 1766;
Bubulcus ibis Linnaeus, 1758; Casmerodius albus Linnaeus, 1758; Egretta thula Molina,
1782) (Votto et al. 2006), hospedeiros comumente relacionados aos ciclos destes parasitos,
favorecem o desenvolvimento destes Platyhelminthes nos ambientes aquaticos. As aves
sdo hospedeiros definitivos comuns dos Digenea, sendo que as larvas recém eclodidas, em
estdgio de miracideo infectam moluscos (hospedeiro intermediario priméario) e
posteriormente sdo ingeridos pelos peixes (hospedeiro intermediario secundario) (Monteiro
et al. 2007).

indices parasitoldgicos de prevaléncia (P %), Intensidade de infeccdo/infestacdo
(1), Intensidade média de infeccao/infestacdo (IMI) e abundancia média (AX) (Bush et al.
1997) podem ser utilizados na aquicultura para quantificar parasitos. Estes indices
demonstram a forma de utilizacdo dos hospedeiros por seus parasitos nos diferentes sitios,
como tém sido observado em “corvina” Micropogonias furnieri, (Pereira Jr. et al. 2002) e
em “tainha” M. cephalus (Hafidi et al. 1998).

Com o objetivo de controlar as parasitoses que comumente acometem 0S peixes
mantidos em cativeiro, alguns quimioterapicos sdo empregados (Stoskopf 1988). O formol
(MERK®) é uma mistura de gas formaldeido (37 %) dissolvido em &gua, sendo eficaz no
controle de ectoparasitos das branquias, superficie corporal e nadadeiras e seu uso é
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration - USA). Porém, alguns cuidados
devem ser tomados, pois 0 gas formaldeido € toxico e o formol deve ser manipulado em
local ventilado e com luvas. O formol diminui o oxigénio dissolvido na 4gua, por isso deve
ser utilizado na aquicultura em temperaturas menores que 21°C para que este efeito seja
minimizado (Francis-Floyd 1996).

Para controlar Monogenoidea séo utilizados o mebendazol e bitionol (Kim & Choi
1998), acido caprilico (Hirazawa et al. 2000, Hirazawa et al. 2001), formol e mebendazol
(Katharios et al. 2006), 4&gua doce para peixes marinhos (Sanches et al. 2007), praziquantel

(Tubbs & Tingle 2006), paration metilico e extrato de folhas secas de nim (Cruz et al.
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2008), praziquantel, agua doce e hipoclorito de sodio (Fajer-Avila et al. 2007), levamisol,
praziquantel (Fujimoto et al. 2006), entre outros. Além disso, alguns autores (Katharios et
al. 2006, Rowland et al. 2006, Fajer-Avila et al. 2007, Sanches et al. 2007) citam que 0
formol é uma das drogas mais eficazes contra ectoparasitos e seu uso € indicado em
aquicultura (Costello et al. 2001).

Testes de toxicidade aguda sdo realizados na aquicultura para definir a
concentracédo letal mediana (CLsp) a 50 % dos individuos de uma populagdo em ralagdo a
alguma substancia durante um intervalo de tempo. A metodologia dos testes agudos foi
desenvolvida para peixes de dgua doce, porém estudos com varias espécies de organismos
marinhos tém apresentado bons resultados demonstrando a tolerancia de peixes em relacéo
a salinidade (Sampaio et al. 2003) e aos compostos nitrogenados (Bianchini et al. 1996;
Costa et al. 2008), assim como a tolerancia de camardes (Kir et al. 2004; Kir & Kumlu
2006; Miranda-Filho et al. 2009). Para a tainha M. platanus poucos estudos com toxicidade
foram realizados, podendo ser citado a alta tolerancia ao nitrato (Poersch et al. 2007) e a
amonia e nitrito (Sampaio et al. 2002). Ainda ndo ha estudos demonstrando a tolerancia de
M. platanus por quimioterapicos como o formol para controlar parasitos nem estudos que
demonstrem os efeitos histopatolégicos sobre os peixes tratados com formol para a sua
desparasitizagdo.

As branquias sdo responsaveis pelas trocas gasosas, osmorregulacdo, equilibrio
acido-basico, excrecdo de amdnia e estdo em contato com a agua, sendo assim um 6rgao
sujeito a sofrer alteracdes morfoldgicas (Moyle & Cech Jr. 1988). Estudos histolégicos nos
filamentos e nas lamelas branquiais permitem conhecer as lesdes que podem comprometer
a sobrevivéncia dos hospedeiros e sdo causadas por agentes externos no meio aquatico,
introduzidos ou ndo pelo homem. Dentre as lesdes conhecidas, hiperplasia grave, fusao
lamelar e telangectasia sdo causadas pela auséncia de vitamina C na dieta (Leonardo et al.
2001), hiperplasia epitelial e aderéncia sdo causados pela presenca de derivados
nitrogenados na &gua (Eller 1979). Edemas lamelares e celulares sdo causados pelo contato
com pesticidas na agua como o paration metilico (Wood 1960), hiperplasia, congestao
capilar, fendbmenos inflamatorios e aumento da producdo de muco sdo causados pelo
aumento da concentracdo de metais pesados na agua como ferro (Ashley 1970). Necrose e
colapso sdo causados pelo contato com solventes organicos como os detergentes aniénicos
(Abel 1976), bem como hiperplasia, reacdo inflamatdria, congestdo, telangectasia,

hemorragias e edemas séo causados por infestages por parasitos (Schalch et al. 2006).
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Estas evidéncias mostram a importancia destes estudos para a determinagdo e
quantificacdo dos danos histoldgicos causados pelos agentes externos.

Poucos estudos foram realizados com parasitos de espécies estuarinas ou marinhas
do Sul do Brasil. Este trabalho intenciona descrever a fauna parasitaria de juvenis da tainha
M. platanus (Capitulo 1), determinar a toxicidade do formol para os juvenis e a eficicia
desta substancia no controle dos parasitos (Capitulo 2) e, por ultimo, determinar as lesdes
causadas pelo quimioterapico e/ou pelos parasitos (Capitulo 3). Finalmente, as conclusdes

obtidas nestes estudos, sustentam algumas recomendacdes gerais para futuros estudos.
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OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo geral testar diferentes concentragdes do formol no controle

de parasitoses no cultivo de juvenis de tainha, Mugil platanus

Para instrumentalizar este objetivo, foram estabelecidos os objetivos especificos:

a) Caracterizar qualitativa e quantitativamente a fauna de parasitos metazoarios
associados a juvenis de M. platanus;

b) Estabelecer em laboratério a CL 5o do formol para definir as faixas de concentracao
desta substancia a serem testadas como quimioterapico;

c) Estabelecer em laboratério a taxa de mortalidade dos hospedeiros e a eficacia do
formol como quimioterapico;

d) Relacionar a ocorréncia de alteracdes histopatoldgicas nas branquias e/ou alteracdes

comportamentais dos hospedeiros com as vérias concentracdes do formol.
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RESUMO

Registros recentes de infecgdes/infestacbes por parasitos mostram a sua
importancia na aquicultura. A tainha Mugil platanus Giinther, 1880 tem potencial a
aquicultura em vista de sua rusticidade e bom crescimento. Foram coletados 40 juvenis de
tainha M. platanus em arroio na Praia do Cassino, no municipio de Rio Grande-RS — Brasil
com peso 1 £+ 0,26 g e comprimento 4,1 £ 0,4 cm. Os hospedeiros foram necropsiados e 0s
parasitos coletados nas branquias foram fixados em formol 5 %. Alguns Monogenoidea
foram corados com tricromico de Gomori ou com carmim de Semichon, clarificados em
creosoto de Faia e montados em laminas permanentes com balsamo do Canada para
identificacdo. Outros foram montados em meio de Grey-Wess para verificacdo de pecas
esclerotizadas. Os endoparasitos foram fixados em AFA por 24 h, transferidos para alcool
70 %, corados com carmim de Semichon, clarificados em creosoto de Faia e montados em
laminas permanentes com balsamo do Canada. Foi reportada a presenca de Digenea e
Nematoda, porém ndo foram caracterizados e identificados neste estudo. Foram
identificados Ligophorus cf. uruguayense (Monogenoidea: Ancyrocephalidae) e
Solostamenides cf. platyorchis (Monogenoidea: Microcotylidae). A prevaléncia (P %) de
L. cf. uruguayense foi 100 %, a intensidade de infestacdo (Il) variou entre 2 e 110, a
intensidade média de infestagdo (IMI) foi 23,4 e a abundéncia média (AX) foi 23,4. A
prevaléncia (P %) de S. cf. platyorchis foi 10 %, a intensidade de infestagdo (Il) variou
entre 1 e 3, a intensidade média de infestacdo (IMI) foi 1,5 e a abundancia média (AX) foi
0,15. A prevaléncia (P %) de Digenea foi 92,5 %, a intensidade de infeccdo (Il) variou
entre 1 e 40, a intensidade média de infeccdo (IMI) foi 2,67 e a abundancia média (AX) foi
2,47. A prevaléncia (P %) de Nematoda foi 6,7 %, a intensidade de infeccéo (1) foi 1, a
intensidade média de infeccdo (IMI) foi 1 e a abundancia média (AX) foi 0,07. Os severos
indices de infestacdo por Monogenoidea e infeccdo por Digenea apontam para o potencial

dano que estes organismos podem representar nos cultivos.

Palavras-chave: Monogenoidea, endoparasitos, tainha, Mugil platanus, indices

parasitologicos.
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ABSTRACT

Recent records of infestations by Monogenoidea and infections by Digenea and
Nematoda show the importance that the parasites may have on aquaculture. The mullet
Mugil platanus Gunther, 1880 has great potential for aquaculture in view of its hardiness
and good growth. 40 juvenile mullet M. platanus were collected on estuary of Cassino
Beach, in Rio Grande-RS - Brazil weighing 1 + 0.26 g and length 4.1 £ 0.4 cm. The hosts
were necropsied and the parasites collected in the gills were fixed in 5 % formaldehyde.
Some Monogenoidea were stained with Gomori’s trichrome or Semichon carmine,
clarified in Faia creosote and mounted on permanent slides with Canada balsam for
identification. Others were mounted in the middle of Grey-Wess to check sclerotic
structures. The endoparasites were fixed in AFA for 24 h, transferred to 70 % alcohol,
stained with carmine Semichon, clarified in creosote and mounted on permanent slides in
Canada balsam. It was reported the presence of Digenea and Nematoda, but were not
characterized in this study. Ligophorus cf. uruguayense (Ancyrocephalidae) and
Solostamenides cf. platyorchis (Microcotylidae) were identified in this study. The
prevalence (P %) of L. cf. uruguayense was 100 %, the intensity of infestation (I1) ranged
between 2 and 110, the average intensity of infestation (IMI) was 23.4 and mean
abundance (AX) was 23.4. The prevalence (P %) of S. cf. platyorchis was 10 %, the
intensity of infestation (1) ranged between 1 and 3, the average intensity of infestation
(IMI) was 1.5 and mean abundance (AX) was 0.15. The prevalence (P %) of Digenea was
92.5 %, the intensity of infection (Il) ranged between 1 and 40, the average intensity of
infection (IMI) was 2.67 and the average abundance (AX) was 2.47. The prevalence (P %)
of Nematoda was 6.7 %, the intensity of infection (II) was 1, the mean intensity of
infection (IMI) was 1 and mean abundance (AX) was 0.07. Severe levels of infestation by
Monogenoidea and infection by Digenea point to the potential damage that these bodies

may represent to the cultures.

Palavras-chave: Monogenoidea, endoparasites, mullet, Mugil platanus, parasitological

index.
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INTRODUCAO

O cultivo de espécies de Mugil é uma alternativa de geracdo de emprego e de
producdo de alimento para populacdo (Godinho 2004) e tem sido viabilizado em varios
paises (Lee et al. 1987; Aguirre et al. 1999; FAO 2006). No Brasil, algumas caracteristicas
de Mugil platanus Ginther, 1880 como tolerancia a diferentes salinidades (Fonseca Neto
& Spack 1999), a temperatura (Okamoto et al. 2006), tolerdncia aos compostos
nitrogenados (Miranda-Filho et al. 1995, Poersch et al. 2007) e viabilidade da desova
induzida (Godinho et al. 1993) evidenciam o potencial desta espécie nativa para o cultivo.

A caracterizacdo das espécies de parasitos que infectam/infestam os organismos
aquaticos é importante na aquicultura (Lugue 2004). Varios estudos relatam Digenea (Bray
& Cribb 2001), Cestoda (Mladineo 2006), Nematoda (Wharton et al. 1999, Lymbery et al.
2002), Protozoa (Woo 1996, Schalch et al. 2006), Crustacea (Manera et al. 2003, Azevedo
et al. 2006, Lima et al. 2007) e Monogenoidea (Ranzani-Paiva & Silva-Souza 2004,
Hutson et al. 2007, Sanches et al. 2007) em diferentes espécies de peixes. Porém poucos
estudos relatam os parasitos de espécies de M. platanus, dentre eles, Myxobolus spp. e
Kudoa spp. (Protozoa) (Knoff & Serra-Freire 1993), Ligophorus spp. (Monogenoidea)
(Failla Siquier & Ostrowski de Nufiez 2009, Marcotegui & Matorelli, 2009), Ascocotyle sp.
(Digenea) (Oliveira et al. 2007) e Lernaeenicus longiventris (Crustacea) (Knoff & Boeger
1994).

Estudos dos indices parasitolégicos como prevaléncias e intensidades de
infeccdo/infestagdo podem demonstrar a forma de utilizagdo dos hospedeiros por seus
parasitos nos diferentes sitios, como tém sido observado em ‘“corvina” Micropogonias
furnieri, (Pereira Jr. et al. 2002) e “tainha” M. cephalus (Hafidi et al. 1998).

Este trabalho objetiva identificar os parasitos e estabelecer a forma de utilizacdo de
juvenis da tainha M. platanus, naturalmente encontrados em cursos de agua costeiros no
litoral do Rio Grande do Sul.

2 - MATERIAL E METODOS

Juvenis da tainha M. platanus com peso 1 = 0,26 g e comprimento 4,1 + 0,4 cm
foram capturados em um arroio que desagua na Praia do Cassino (32° 11’ 55 S; 52° 11°
14” O), utilizando rede 3 m x 1,5 m e malha 5 mm, no més de Agosto de 2008. Os peixes
foram transportados para o Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha do Instituto
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Oceanogréafico da FURG (LPEM) e mantidos em um tanque plastico de volume util 100 L
com &gua do arroio de onde foram coletados, renovacao diéria de 80 %, aeracdo constante,
fotoperiodo e temperatura ambiente.

Quarenta juvenis foram necropsiados, nimero amostral definido conforme Marques
& Cabral (2007), durante uma semana, com exame parasitolégico das branquias, esdfago,
estdbmago, intestinos, baco, figado, coracdo, cavidade abdominal e musculos. Os
hospedeiros foram sacrificados por perfuracdo da cabeca com instrumento pontiagudo até a
zona da primeira vértebra, seccionando a medula. A opc¢do de ndo utilizar anestésico foi
adotada para ndo alterar a estimativa de indices parasitologicos. A coleta, fixacdo e
preparacdo dos parasitos para identificagéo foi realizada conforme o protocolo de Amato et
al. (1991). Os Monogenoidea foram fixados em formol 5 % e transferidos para alcool 70 %
apos 24 h. Alguns foram corados com tricrdmico de Gomori ou com carmim de Semichon,
desidratados em sequéncia alcodlica 70 - 100 %, clarificados em creosoto de Faia e
montados em laminas permanentes com balsamo do Canada para identificagdo. Outros
espécimes foram montados em meio de Grey-Wess para verificacdo de estruturas
esclerotizadas do haptor e dos aparelhos copuladores, masculino e feminino. Os
endoparasitos foram fixados em AFA por 24 h, transferidos para alcool 70 %, corados com
carmim de Semichon, clarificados em creosoto de Faia e montados em laminas

permanentes com balsamo do Canada.

2.1 — Fotomicrografias, desenhos e medidas morfométricas

Fotomicrografias dos Monogenoidea, dos Digenea e de Nematoda foram feitas com
uma camera fotografica (SONY DSC-W215). Os desenhos dos Monogenoidea foram
feitos utilizando as fotos dos parasitos. Foram feitas 20 medidas dos Monogenoidea, em
micrémetros, segundo Dmitrieva et al. (2007) e Mariniello et al. (2004), apresentadas na

Tabela 1 e nas Figuras 1-5.
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Tabela 1 — Abreviaturas utilizadas nas descri¢cbes de Monogenoidea.

Abreviaturas Caracteres

ABPAvV Abertura entre o processo anterior da barra ventral
Ad Altura da barra dorsal

APAV Altura do processo anterior da barra ventral

ARD Abertura entre as raizes da ancora dorsal

ARV Abertura entre as raizes da ancora ventral

Av Altura da barra ventral

Cd Comprimento da barra dorsal

CED Comprimento do eixo da ancora dorsal

CEV Comprimento do eixo da ancora ventral

CID Comprimento interior da ancora dorsal

CIv Comprimento interior da ancora ventral

CPD Comprimento do ponto da ancora dorsal

CPMD Comprimento da parte média da ancora dorsal
CPMV Comprimento da parte média da ancora ventral
CPV Comprimento do ponto da ancora ventral

CTC Comprimento total do corpo

Cv Comprimento da barra ventral

D Ancora dorsal

D Barra dorsal

DPED Distancia do ponto ao fim do eixo da ancora dorsal
DPEV Distancia do ponto ao fim do eixo da ancora ventral
LMC Largura maxima do corpo

Vi Ancora ventral

Vi Barra ventral

2.2 — Indices parasitoldgicos

A forma como os parasitos utilizam os hospedeiros foi avaliada com o calculo dos
indices de prevaléncia (P %), intensidade de infeccao/infestacéo (I1), intensidade média de
infeccdo/infestacdo (IMI) e abundancia média (AX) de acordo com Bush et al. (1997).
2.3 — Andlise Estatistica

A comparacao de indices parasitologicos foi realizada com o protocolo de anélises
estatisticas parasitologicas, utilizando o pacote QP (Reiczigel & Rozsa 2005).
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Figura 1-5. Ligophorus cf. uruguayense. 1 - Vista ventral do espécime in toto (escala 100
um); 2 — Barra ventral; 3 — Barra dorsal; 4 — Ancora ventral; 5 — Ancora dorsal (escala 10
pum). ABPAv — Abertura entre o processo anterior da barra ventral, Ad - Altura da barra
dorsal, APAv - Altura do processo anterior da barra ventral, ARD - Abertura entre as
raizes da &ncora dorsal, ARV - Abertura entre as raizes da ancora ventral, Av - Altura da
barra ventral, Cd — comprimento da barra dorsal, CED - Comprimento do eixo da &ncora
dorsal, CEV - Comprimento do eixo da ancora ventral, CID - Comprimento interior da
ancora dorsal, CIV - Comprimento interior da ancora ventral, CPD - Comprimento do
ponto da ancora dorsal, CPMD - Comprimento da parte média da ancora dorsal, CPMV -
Comprimento da parte média da ancora ventral, CPV - Comprimento do ponto da ancora
ventral, CTC — Comprimento total do corpo, Cv — Comprimento da barra ventral, D —
Ancora dorsal, d — Barra dorsal, DPED - Distancia do ponto ao fim do eixo da &ncora
dorsal, DPEV - Distancia do ponto ao fim do eixo da ancora ventral, LMC — Largura

méaxima do corpo, V — Ancora ventral, v- Barra ventral.
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3-RESULTADOS
3.1 — Caracterizacdo dos Monogenoidea

3.1.1 - Ligophorus cf. uruguayense: Ancyrocephalidae (Figura 6-10)

Os espécimes apresentam caracteristicas de Ligophorus, como diagnosticado por
Euzet & Suriano (1977) e Sarabeev & Balbuena (2004). Os espécimes foram
caracterizados como Ligophorus cf. uruguayense, que sdao semelhantes a Ligophorus
uruguayense descrito por Failla Siquier & Ostrowski de Nuafiez (2009). Corpo fusiforme
(Figura 6). CTC 446,47 (£ 69,95) e LMC 93,35 (+ 13,93). O haptor (Figura 7) é armado
com um par de ancoras ventrais (Figura 8) conectado a uma barra ventral e com um par de
ancoras dorsais (Figura 9) conectado a uma barra dorsal. O 6rgdo copulador masculino €
composto de um pénis tubular esclerotizado com 1 pum de diametro e com peca acessoria
em formato de “J” (Figura 10). A vagina também ¢ um tubo esclerotizado e tubular, porém

mais curto que o 6rgao copulador masculino. Os ovos e a faringe séo ovais.

Sumario Taxondmico

Hospedeiro: juvenis da tainha Mugil platanus Ginther, 1880.

Sitio de infestacdo: lamelas branquiais

Localidade: Arroio da Praia do Cassino (32° 11’ 55” S; 52° 11 14” O), Rio Grande - RS,
Brasil.

NUmero de espécimes estudados: 10

Prevaléncia: P (%) = 100

Intensidade de Infestacdo (11) = 1-110.

As medidas, em micrémetros, das pecas esclerotizadas do haptor, sdo apresentadas

na Tabela 2. As medi¢Oes das barras e das ancoras ventrais sdo notadamente maiores que

as medicOes nas estruturas dorsais.
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Tabela 2 — Medidas de Ligophorus cf. uruguayense em juvenis de Mugil platanus do

litoral do Rio Grande do Sul. Valores em micrdmetros, média (desvio padrdo), n = 10

parasitos medidos. Para abreviaturas das partes medidas, veja Tabela 1.

Caracteres Medidas
ABPAvV 9,03 (£ 2,14)
Ad 9,17 (+ 1,56)
APAv 13,85 (£ 3,02)
ARD 30,11 ( 3,47)
ARV 36,27 (+ 1,90)
Av 18,27 (z 3,03)
Cd 76,39 (£ 10,91)
CED 31,90 (= 2,19)
CEV 36,18 (+ 3,26)
CID 55,56 (x 5,29)
CIv 59,81 (£ 2,0)
CPD 13,76 (£ 1,61)
CPMD 46,17 (+ 1,81)
CPMV 48,23 (= 2,60)
CPV 16,57 (+ 1,51)
CTC 446,47 (£ 69,95)
Cv 87,32 (+ 9,46)
DPED 37,28 (= 1,06)
DPEV 41,98 (z 3,87)
LMC 92,35 (+ 13,93)

Limite inferior e superior

5,95-12.21
43,6 - 48,74
9,26 - 18,96
42,34 - 51,23
33,98 - 39,78
23,14 - 35,87
13,98 - 22, 88
38,38 - 49,36
31,78 -42,11
13,78 - 19,25
56,43 - 62,07
10,82 - 16,07
7,79 -11,86
53,65 - 93,23
48,62 - 63,41
344,61 - 543, 36
68, 65 -97, 12
36,29 - 38,61
28,38 - 35,32
70, 45 - 109, 09
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Figura 6-10. Ligophorus cf. uruguayense, 6 - Vista ventral in toto; 7 — Haptor; 8 — Ancora

ventral; 9 — Ancora dorsal; 10 - Orgdo copulador masculino com pega acessoria em “J”.

3.1.2 — Solostamenides cf. platyorchis: Microcotylidae (Figura 11-14)
Os espécimes apresentam caracteristicas de Solostamenides, conforme diagnose
apresentada por Hargis (1956) e Unnithan (1971). Os espécimes forma identificados como
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Solostamenides cf. platyorchis, Jyanyin & Tingbao 2001. Corpo fusiforme e alongado
(Figura 11), CTC 1130,10 (+ 552,02) e LMC 252,3 (+ 74,33), presenca de atrio genital
(Figura 12) armado de consisténcia muscular com aproximadamente 16 espinhos, um par
de oOrgdos da cabeca (Figura 13) e haptor armado e formado por dois arranjos de clamps
dispostos irregularmente. Os Clamps (Figura 14) possuem formato proprio dos
Microcotylidae e variam entre 40 e 80. Os testiculos foliculares dispostos em dois campos

nas margens do corpo. Os ovos e a faringe sao ovais.

Sumario Taxonémico

Hospedeiro: juvenis da tainha Mugil platanus Gunther, 1880.

Sitio de infestacdo: lamelas branquiais

Localidade: Arroio da Praia do Cassino (32° 11 55” S; 52° 11 14” O), Rio Grande - RS,
Brasil.

NUmero de espécimes estudados: 4

Prevaléncia: P (%) = 10

Intensidade de Infestacdo (1) = 1- 3.

As medidas das partes esclerotizadas e de outras estruturas de S. cf. platyorchis, séo
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Medidas de Solostamenides cf. platyorchis em juvenis de Mugil platanus do
litoral do Rio Grande do Sul. Valores em micrémetros, média (desvio padrdo), LIS = limite
inferior e superior, n = 6 parasitos para cada medicdo. Para abreviaturas das partes
medidas, ver Tabela 1.

Caracteres Medidas Limite inferior e superior
CTC 1130,10 (x 552,02) 624,27 - 2,417
LMT 252,3 (+ 74,33) 190,18 - 374,84
N° de clamps 36 - 46 36 - 46
Diametro do atrio genital 22,28 (£ 6,58) 13-28,43
Diametro dos 6rgaos da
cabeca 37,08 (£ 11,11) 18,93 - 45,06
N° de espinhos no atrio 16 - 18 16 - 18
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Figuras 11-14. Solostamenides cf. platyorchis, 11 - Vista ventral in toto, 12- Atrio genital, 13 -

Orgdos da cabeca; 14 - clamps “tipo Microcotylidae”.

3.2 — Digenea e Nematoda

Foram reportados dois grupos de endoparasitos (Digenea e Nematoda) nos

intestinos dos hospedeiros.
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3.3 — Indices parasitologicos

Tabela 4 — indices parasitoldgicos de Ligophorus cf. uruguayense, Solostamenides cf.
platyorchis, Digenea e Nematoda em juvenis de Mugil platanus, (n = 40 peixes). P —
Prevaléncia (%); Il — Intensidade da Infeccdo/Infestacdo; IMI — Intensidade Meédia da

Infeccdo/Infestacdo; AX — Abundancia Média.

Ligophorus cf. Solostamenides cf.
indices uruguayense platyorchis Digenea Nematoda
P (%) 100 10 92,5 6,7
I 2-110 1-3 1-40 1
IMI 23,4 1,5 2,67 1
AX 23,4 0,15 2,47 0,07

A Tabela 4 apresenta os indices parasitologicos para os parasitos dos juvenis de M.
platanus. A prevaléncia (P %) de L. cf. uruguayense foi 100 %, a intensidade de infestacao
(1) variou entre 2 e 110, a intensidade média de infestacdo (IMI) foi 23,4 e a abundéncia
média (AX) foi 23,4. A prevaléncia (P %) de S. cf. platyorchis foi 10 %, a intensidade de
infestagdo (I1) variou entre 1 e 3, a intensidade média de infestacdo (IMI) foi 1,5 e a
abundancia média (AX) foi 0,15. A prevaléncia (P %) de Digenea foi 92,5 %, a intensidade
de infeccdo (Il) variou entre 1 e 40, a intensidade média de infeccdo (IMI) foi 2,67 e a
abundancia média (AX) foi 2,47. A prevaléncia (P %) de Nematoda foi 6,7 %, a
intensidade de infeccdo (1) foi 1, a intensidade média de infeccdo (IMI) foi 1 e a
abundancia média (AX) foi 0,07.

4 — DISCUSSAO

Infestacbes por Ligophorus spp. exclusivamente em espécies de Mugil, sugerem uma
especificidade de hospedeiro por estes parasitos (Dmitrieva et al. 2007). Neste estudo, foi
reportado somente L. cf. uruguayense parasitando juvenis de M. platanus. Este resultado
corrobora Marcotegui & Matorelli (2009), que identificaram somente L. saladensis
Marcotegui & Matorelli, 2009 em juvenis do mesmo hospedeiro. Estes autores
argumentam que isto ocorre pelo estagio de vida dos animais analisados ainda com sua
diversidade parasitaria em formacao.

As espécies de Ligophorus diferenciam-se, especialmente, pela morfometria e pela
forma das pecas esclerotizadas do haptor e dos 6rgdos copuladores, masculino e feminino

(Mariniello et al. 2004). Estas caracteristicas e a posicdo geografica em que foram

35



coletados os hospedeiros definiram a identificacdo de L. cf. uruguayense nas branquias dos
juvenis de M. platanus. Os espécimes sdo semelhantes a Ligophorus uruguayense, Failla
Siquier & Ostrowski de Nufiez, 2009 descrito no Uruguai (Failla Siquier & Ostrowski de
Nufiez 2009). Esta similaridade pode ser observada pelo comprimento total dos parasitos,
forma dos 6rgdos copulatérios masculino e feminino, da peca acessoria em “J”, das
ancoras e das barras dorsais e ventrais. Porém, é possivel notar que os valores obtidos das
medidas neste trabalho sdo nitidamente maiores que as relatadas por Failla Siquier &
Ostrowski de Nufiez (2009). Isso pode ser explicado pelo processo de montagem das
laminas, como relatado por estes autores, que observaram diferencas significativas nas
medicBes de estruturas iguais quando montadas em geléia de glicerina ou balsamo. Por
outro lado, L. cf. uruguayense, pode ser distinguido de L. tainhae Abdallah, Azevedo &
Lugue, 2009; L. brasiliensis Abdallah, Azevedo & Luque, 2009; L. lizae Abdallah,
Azevedo & Luque, 2009 e L. guanduensis Abdallah, Azevedo & Luque, 2009 em M. liza
no Rio de Janeiro (Abdallah et al. 2009), através da morfologia dos 6rgaos copuladores
masculino e feminino, da espécie hospedeira e da distancia geogréafica de localizacéo entre
a espeécie reportada neste trabalho e as demais. Por fim, L. cf. uruguayense pode ser
diferenciado de L. saladensis Marcotegui & Matorelli, 2009 registrado na Argentina
(Marcotegui & Matorelli 2009), pela forma do 6rgdo copulador masculino em “C”, da pega
acessoria do MCO em forma de “garra” e da vagina em forma de funil, em L. saladensis.
Recentes trabalhos apontam severos indices de prevaléncia e de intensidade de
infestacdo de Ligophorus spp. (Tabela 5) parasitando branquias de espécies de Mugil
(Sarabeev & Balbuena 2004, Sarabeev et al. 2005, Failla Siquier & Ostrowski de Nufiez
2009). Corroborando estes resultados, neste trabalho foram encontrados severos indices de
prevaléncia (100 %) e de intensidade de infestacdo (2 — 110) de L. cf. uruguayense nas
branquias dos juvenis de M. platanus. Estes resultados podem estar relacionados a pouca
eficiéncia do sistema imune das tainhas, ainda ndo totalmente desenvolvido no estagio
juvenil, o que tornam os hospedeiros susceptiveis a altas infestacbes por Monogenoidea.
Isto pode ser explicado por Tort et al. (2003), afirmando que a imunocompeténcia dos
peixes é observada em estagios de vida mais avancados, em que 0s contatos com parasitos
e 0 numero de células imunocompetentes é maior. Além disso, 0s severos indices podem
estar relacionados a especificidade de Ligophorus spp. por espécies de Mugil, ou mesmo
pelo ciclo de vida direto destes parasitos, favorecido por condi¢cBes ambientais propicias,
como baixa salinidade, temperatura da agua e disponibilidade de hospedeiro especifico no

arroio.
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Tabela 5 — indices parasitoldgicos de Ligophorus spp. em diferentes espécies de Mugil. P —

Prevaléncia (%); Il — Intensidade da Infestacdo; IMI — Intensidade Média da Infestacéo.
Espécie de indices Parasitologicos Referéncia

Ligophorus P (%) T IMI

L. mugilinus 71 2-19 Sarabeev et al. (2005)

L. pilengas 87 -100 2-736 - Sarabeev & Balbuena (2004)

L. uruguayense 25,2 1-113 13,7 Failla Siquier & Ostrowski de Nufiez (2009)
L. cf. uruguayense 100 2-110 23,4 Presente estudo

Microcotylidae sdo comuns parasitando tainhas (Kohn & Cohen 1998, Fletcher &
Whittington 1998, Jyanyin & Tingbao 2001), dentre os quais Solostamenides sp. tem sido
registrado em Mugil sp. na América do Sul (Mendoza-Garfias & Pérez-Ponce de Léon
1998). Este é o primeiro registro de uma espécie de Solostamenides para peixes no Brasil.
Os espécimes encontrados aproximam-se a S. platyorchis, Jyanyin & Tingbao 2001. A
identificacdo considerou a forma dos clamps “tipo Microcotylidae”, o numero, o duplo
arranjo e, principalmente, a forma do o6rgao copulador masculino, formado por um atrio
genital armado com aproximadamente 16 espinhos, caracteristica diagnodstica de
Solostamenides segundo Unnithan (1971). Por outro lado, em comparagdo com espécies
descritas na América do Sul, S. cf. platyorchis descrita neste trabalho difere de S.
pseudomugilis Hargis, 1956 e de S. mugilis VVogt, 1878 por apresentar menor nimero de
clamps e de espinhos atriais.

Neste estudo foram encontrados valores discretos de prevaléncia (10 %) e de
intensidade de infestacdo (1 — 3) de S. cf. platyorchis parasitando as branquias das tainhas.
Estes valores sdo relativamente discretos, quando comparados aos indices parasitoldgicos
verificados para L. cf. uruguayense. No entanto, os Microcotylidae sdo oviparos e tém alta
capacidade de proliferacdo em cultivos em que os peixes podem estar submetidos a altas
densidades, podendo levar os hospedeiros a morte, como observado em exemplares de
Pagrus pagrus (Katharios et al. 2006). Os valores de prevaléncia e de intensidade de
infestacdo dos Monogenoidea observados neste trabalho apontam o potencial dano que
estes organismos podem representar nos cultivos.

Digenea e Nematoda foram detectados nos intestinos das tainhas. A ocorréncia de
digenea pode estar relacionada ao ciclo de vida no ambiente aquéatico e pelo héabito

alimentar iliéfago de juvenis de M. platanus. Os Digenea possuem ciclo de vida complexo
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(Cribb et al. 2002) e a presenca de aves aquéticas, como 0s biguas e as garcas (Figuras 17 e
18), hospedeiros comumente relacionados aos ciclos de vida destes parasitos, favorecem o

ciclo de desenvolvimento destes Platyhelminthes nos ambientes aquaticos (Monteiro et al.
2007).

i3

Figuras 17 e 18 — Gargas alimentando-se no arroio de coleta dos juvenis de Mugil platanus
no litoral do Rio Grande do Sul.

Outros registros de Digenea em Mugil foram reportados por Oliveira et al. (2007);
Merella & Garippa (2001) e Carnevia & Speranza (2003). Segundo Poulin & Cribb (2002),
as aves sao hospedeiros definitivos comuns dos Digenea, sendo que as larvas recém
eclodidas, em estagio de miracideo infectam moluscos (hospedeiro intermediario primario)
e posteriormente sdo ingeridos pelos peixes (hospedeiro intermediario secundario). Neste
estudo foram observadas varias garcas (Ardea cocoi Linnaeus, 1766; Bubulcus ibis
Linnaeus, 1758; Casmerodius albus Linnaeus, 1758; Egretta thula Molina, 1782) e biguas
(Phalacrocorax brasilianus Gmelin, 1789), espécies comuns no arroio em que foram
coletados os peixes (Votto et al. 2006). Foram encontrados indices severos de prevaléncia
(92,5 %) e de intensidade de infecgéo (1 - 40) por Digenea nos intestinos. Por outro lado,
foram encontrados valores discretos de prevaléncia (6,7 %) e de intensidade de infecgdo
(1) por Nematoda. Foi encontrado somente um espécime deste parasito nos hospedeiros
necropsiados. Isto pode ser explicado pelo estagio de vida e pelo habito alimentar ili6fago
das tainhas no arroio. Segundo Vieira (1991), os juvenis de M. platanus migram do mar
para os estuarios quando se tornam juvenis e sdo iliéfagos, alimentando-se de detritos e de
sedimentos. Dessa forma, o juvenil infectado por Nematoda pode té-lo adquirido
alimentando-se dos substratos, local em que este grupo de parasitos € bem encontrado.

Pode-se concluir que, em juvenis de M. platanus no litoral do Rio Grande do Sul séo
encontrados L. cf. uruguayense e S. cf. platyorchis com intensidades de infestacdo
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preocupantes e que as branquias funcionam como sitio da infestagdo. Nos intestinos,
Digenea sdo encontrados com indice de infecgdo severos, enquanto Nematoda tem indices

parasitologicos discretos.
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RESUMO

Nas regides Sul e Sudeste do Brasil h4 potencial econémico para o cultivo da tainha
Mugil platanus. Juvenis desta espécie sdo parasitados por Monogenoidea, Digenea e
Nematoda. Quatro experimentos foram realizados para estimar a faixa letal de formol e
para analisar a eficicia desta substdncia no controle dos parasitos de juvenis de M.
platanus. Nos experimentos, os juvenis foram mantidos em béqueres de 1 L em uma
camara de germinacdo, com temperatura da agua 21°C, fotoperiodo 12 h, salinidade da
agua 5, aeracdo suave e constante. Foram mantidos em jejum e em observacdo para analise
da sobrevivéncia. Para verificar a toxicidade do formol foi realizado um teste de toxicidade
aguda, em que os tratamentos foram um controle (sem adi¢do de formol na agua) mais 5
concentragdes: T1 (5), T2 (8), T3 (15), T4 (30) e T5 (50) mg/L de formol em triplicata.
Para verificar a eficacia do formol no controle parasitario foi administrado um banho
definitivo de 1 h desta substancia, em que os tratamentos foram um controle (sem adigéo
de formol na 4gua) mais 5 concentra¢des de formol: T1 (25), T2 (50), T3 (100), T4 (150) e
T5 (200) mg/L de formol na agua em triplicata. No teste letal de toxicidade aguda, nédo
houve diferenca significativa (P > 0,05) entre as réplicas dos tratamentos e a temperatura
(°C), salinidade, pH, O, dissolvido na &gua (mg/L), aménia total (mg/L) e concentracao
letal a 50 % da amostra (CLso) em 96 h foi estimada em 20,77 mg/L de formol. No banho
profilatico com formol durante 1 h, todos os tratamentos foram eficientes eliminando 100
% dos parasitos, exceto no tratamento com 25 mg/L, em que foram identificados
Ligophorus cf. uruguayense em 13,33% dos peixes. Houve 100 % de sobrevivéncia dos
hospedeiros em todos os tratamentos, exceto na concentragdo 200 mg/L em que a
sobrevivéncia foi 87,5 %. Banhos com 25 mg/L de formol sdo indicados para o controle de
Solostamenides cf. platyorchis e 50 mg/L para o controle de Ligophorus cf. uruguayense
durante 1 h, por possuir menor concentracdo de formol e alta sobrevivéncia dos peixes.
Nenhuma das concentracdes testadas é eficiente no controle de endoparasitos,

possivelmente pelo formol ndo ser absorvido pelo organismo dos peixes.

Palavras-chave: testes de toxicidade, controle de parasitoses, formol, sobrevivéncia, Mugil

platanus.
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ABSTRAT

In South and Southeast regions of Brazil there is economic potential for the culture
of the mullet Mugil platanus. Juveniles of this species are parasitized by Monogenoidea,
Digenea and Nematoda. Four experiments were conducted to estimate the full lethal
formaldehyde and to analyze its effectiveness in controlling parasites of juvenile M.
platanus. In the experiments, juveniles were kept in beakers of 1 L in a germination
chamber, with water temperature 21 °C, 12 h photoperiod, water salinity 5, airing smooth
and fluid. The specimens were fasted for observation and analysis of survival. To
determine the toxicity of formaldehyde was carried out acute toxicity test, in which the
treatments were a control (no added formaldehyde in water) and 5 more concentrations: T1
(5), T2 (8), T3 (15), T4 (30) and T5 (50) mg/L of formaldehyde in triplicate. To determine
the effectiveness of formaldehyde on parasite control was given a final bath of 1 h of these
substance in which the treatments were a control (no added formaldehyde in water) and 5
more concentrations of formaldehyde: T1 (25), T2 (50) , T3 (100), T4 (150) and T5 (200)
mg/L of formaldehyde in water in triplicate. In the test lethal acute toxicity, no significant
difference (P > 0.05) between treatment and temperature (° C), salinity, pH, dissolved O,
in water (mg/L), total ammonia (mg/L), lethal concentration to 50 % of the sample (LCsp)
at 96 h was estimated to be 20.77 mg/L of formaldehyde. In the final bath of formaldehyde
for 1 h, all treatments were efficient by elimination 100 % of the parasites, except for
treatment with 25 mg/L, were identified Ligophorus cf. uruguayense in 13.33 % of the
fishes. There was 100 % survival of the hosts in all treatments, except at the concentration
200 mg/L in which survival was 87.5 %. Baths with 25 mg/L of formaldehyde are
indicated for the control of Solostamenides cf. platyorchis and 50 mg/L for the control of
Ligophorus cf. uruguayense for 1 h, by having lower concentration of formaldehyde and
high survival of fish. None of the concentrations tested is effective against endoparasites

possibly by formaldehyde is not absorbed by the organism of the fish.

Keywords: toxicity test, control of parasitosis, formaldehyde, survival, Mugil platanus.

46



1- INTRODUCAO

Espécies de Mugilidae, como a tainha Mugil platanus Giinther, 1880 apresentam
potencial econdmico a pesca artesanal nas regides Sul e Sudeste do Brasil. A rusticidade e
0 crescimento precoce sdo fatores determinantes para a produtividade de organismos
aquaticos (Godinho 2004). Diversos estudos demonstram a viabilidade do cultivo de
especies de Mugil. Dentre os quais € possivel citar o efeito da salinidade na sobrevivéncia
(Fonseca Neto & Spack, 1999; Sampaio et al. 2002), densidade de estocagem para juvenis
(Sampaio et al. 2001), desova induzida (Lee et al. 1987, Godinho et al. 1993), biologia
reprodutiva (Torres et al. 2008), temperatura do cultivo de juvenis (Okamoto et al. 2006) e
tolerancia aos compostos nitrogenados, nitrato (Poersch et al. 2007), aménia e nitrito
(Miranda-Filho et al. 1995).

A ampliacdo dos sistemas intensivos de producdo de peixes traz sérios riscos de
contaminacgdo por patdgenos aos cultivos (Ozorio et al. 2004) causando reducédo da eficacia
do sistema imunolégico do hospedeiro (Secombes & Chappell 1996) e diminuicdo da
qualidade do pescado (Manera et al. 2003). Espécies de Mugilidae sdo normalmente
capturadas na natureza para o cultivo em cativeiro, porém poucos estudos relatam os
parasitos de M. platanus. Dentre eles, Myxobolus spp. e Kudoa spp. (Protozoa) (Knoff &
Serra-Freire 1993), Ligophorus spp. (Monogenoidea) (Failla Siquier & Ostrowski de
Nufiez 2009, Marcotegui & Matorelli, 2009), Ascocotyle sp. (Digenea) (Oliveira et al.
2007) e Lernaeenicus longiventris (Crustacea) (Knoff & Boeger 1994). Os severos indices
de infeccdo/infestacdo destes parasitos indicam a necessidade de estudos para minimizar
e/ou erradicar estas parasitoses, considerando seu potencial patogénico (Ranzani-Paiva &
Silva-Souza 2004; Mansell et al. 2005; Hutson et al. 2007).

Quimioterapicos sdo empregados com o objetivo de controlar as doencas que
normalmente acometem os peixes em cativeiro (Stoskopf 1988). Monogenoidea sao
controlados com administracdo oral de mebendazol e bitionol (Kim & Choi 1998), acido
caprilico (Hirazawa et al. 2000, Hirazawa et al. 2001) e praziquantel (Tubbs & Tingle
2006). Recentes trabalhos mostram que o formol, 37 % de gas formaldeido dissolvido em
agua é uma droga eficaz contra ectoparasitos (Katharios et al. 2006, Rowland et al. 2006,
Fajer-Avila et al. 2007) e seu uso ¢é aprovado em aquicultura (Costello et al. 2007). Porém,
ndo sdo conhecidos estudos que demonstrem a efetividade do formol para parasitos de

Mugilidae e/ou a toxicidade desta substancia para os juvenis de espécies desta familia.
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Estudos realizados em laborat6rio, com a tainha M. platanus mostram a tolerancia
de juvenis a salinidade (Sampaio et al. 2002), toxicidade aguda (Sampaio et al. 2002) e
crénica aos compostos nitrogenados (Miranda-Filho et al. 1995). Porém a tolerancia ao
formol de espécies estuarinas ou marinhas no Sul do Brasil, ainda nédo foi estudada e a
demanda de informacdes para serem aplicadas na area de sanidade aquicola é um problema
patente nos sistemas de cultivo empregados no pais.

O presente estudo intenciona analisar a tolerancia de juvenis da tainha M. platanus,
submetida a diferentes concentracdes de formol e a eficacia desta substancia no controle de

parasitos de peixes criados em cativeiro.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Local do experimento

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Piscicultura Estuarina e
Marinha (LPEM) do Instituto de Oceanografia da FURG, localizado na Estacdo Marinha
de Aquacultura, Praia do Cassino, Rio Grande - RS, Brasil. As necropsias, montagem, a
identificacdo dos parasitos e a montagem das laminas histologicas foram realizadas no
Laboratério de Parasitologia de Organismos Aquaticos (LABIPOA) do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da FURG.

2.2 - Animais utilizados no experimento

Os experimentos foram realizados no més de Agosto, periodo de ocorréncia da
tainha M. platanus no ambiente (Vieira, 1991). Foram coletados juvenis de M. platanus
com redes 3 m x 1,5 m e malha 5 mm em um arroio que desadgua na Praia do Cassino (31°
11> 55”7 S;52°11° 14” O).

2.3 - Delineamento experimental

No LPEM, os animais foram previamente aclimatados as condi¢des de cativeiro
durante uma semana, alimentados com racdo experimental da INVE com 28 % PB e com
agua nas seguintes condicOes: temperatura = 21 °C, salinidade 5 (mesma medida no
arroio), fotoperiodo 12 h, aeracdo suave e constante provinda de pedra porosa. Com estas
condicBes fisicas e quimicas foram realizados quatro experimentos, em uma camara de

germinacdo (TE - 401), expondo juvenis de tainha ao formol (37 %) (MERK). Nos
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experimentos 1 e 2, foram usados juvenis com peso 0,19 (x 0,049 g) e comprimento 2,6 (=
0,1 cm) e nos experimentos 3 e 4, juvenis com 1 (£ 0,26 g) e comprimento 4,1 (£ 0,4 cm).
A densidade utilizada nos experimentos foi 8 peixes/L, com volume util 1 L, exceto no
experimento 3, em que a densidade foi 5 peixes/béquer. Os testes preliminares (1 e 3)
foram feitos sem réplicas e os definitivos (2 e 4), em tréplica. Os animais mantidos como
controle ndo receberam adicdo de formol na agua. Os experimentos 1 e 2 usaram agua
preparada (doce + salgada). Os animais foram mantidos em jejum e em observacao para

ser analisada a sobrevivéncia.

Experimento 1 - Teste preliminar de toxicidade aguda com formol 96 h

Para determinacdo da faixa letal, 48 juvenis foram expostos a banhos de formol
durante 96 h. O teste foi composto por um controle e mais cinco concentracdes: T1 (25),
T2 (50), T3 (100), T4 (200) T4 e T5 (400) mg/L de formol.

Experimento 2 - Teste definitivo de toxicidade aguda com formol 96 h (CLs)

A partir do resultado do teste preliminar de toxicidade, 144 juvenis foram expostos
a diferentes concentracfes de formalina durante 96 h, sendo um controle e mais cinco
concentragfes: T1 (5), T2 (8), T3 (15), T4 (30) e T5 (50) mg/L de formol. Para o célculo
das CLsg, bem como os intervalos de confianca de 95 %, foi utilizado o software

“Trimmed Spearman Karber Method”, desenvolvido por Hamilton et al. (1977).

Experimento 3 - Banho preliminar com formol 1 h

Trinta juvenis foram expostos a banhos de formalina, durante uma hora, sendo um
controle e mais cinco concentragdes: T1 (200), T2 (400), T3 (600), T4 (800) e T5 (1000)
mg/L de formol em agua coletada do arroio. Foi feito o acompanhamento do tempo de
tolerancia (até 0 momento da morte) das tainhas expostas a cada uma das concentragdes de

formol.

Experimento 4 - Banho definitivo com formol 1 h

Ap0s o teste preliminar, 144 juvenis foram expostos a banhos de formalina, durante
uma hora, sendo um controle e mais cinco concentracdes: T1 (25), T2 (50), T3 (100), T4
(150) e T5 (200) mg/L de formol em agua coletada do arroio. Apds uma hora, 0s peixes
foram transportados para outros béqueres contendo dgua preparada nas mesmas condigdes

fisicas e quimicas, porem sem formol. Apds 24 h, foram sacrificados com puncéo vertical
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na cabeca sendo 5 peixes, de cada tratamento, encaminhados ao LABIPOA para realizagéo
de um estudo parasitoldgico através de necropsias e, 3 peixes por tratamento,
encaminhados & analise histologica (CAPITULO 3).

2.4 - Parametros fisicos e quimicos da Agua

Durante o teste agudo definitivo (experimento 2) foi realizado, diariamente, 0
monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da agua como temperatura (°C), pH,
salinidade e oxigénio dissolvido (mg/L), realizado através de um aparelho multiparametros
(YSI 55/12 FT). Coletas de &4gua foram feitas para quantificar o nivel de aménia total com
um eletrodo de amonia (ORION 9512 BN).

2.5 - Necropsias

No experimento 4, necropsias foram feitas com exame parasitologico das
branquias, esdfago, estbmago, intestinos, baco, figado, coracdo, cavidade abdominal e
musculos. A preparacdo dos parasitos para identificacdo foi realizada de acordo com o
protocolo de Amato et al. (1991). Os hospedeiros foram sacrificados por perfuracdo da
cabeca com instrumento pontiagudo até a zona da primeira vértebra, seccionando a medula
sem provocar sofrimento. N&o foi utilizado anestésico para se obter melhor visualizagdo
dos Monogenoidea. Os parasitos coletados nas branquias foram fixados em formol 5 % por
24 h e depois transferidos para alcool 70 %. Alguns Monogenoidea foram desidratados em
sequéncia alcodlica 70-100 %, corados com tricromico de Gomori ou com carmim de
Semichon, clarificados em creosoto de Faia e montados em laminas permanentes com
balsamo do Canada para identificacdo. Outros foram montados em meio de Grey-Wess
para verificacdo de estruturas esclerotizadas. Os parasitos coletados dos intestinos foram
fixados em AFA por 24 h e logo ap6s em alcool 70 %. Foram corados com carmim de
Semichon, clarificados em creosoto de Faia e montados em |aminas permanentes com
balsamo do Canada para identificacdo. Os indices parasitoldgicos de prevaléncia (P %),
intensidade de infeccdo/infestagdo (l1), intensidade meédia de infecgdo/infestacdo (IMI) e

abundancia média (AX) foram analisados de acordo com Bush et al. (1997).

2.6 - Andlise estatistica
No experimento 2, a estatistica dos parametros fisicos e quimicos de agua e a
sobrevivéncia dos peixes nos diferentes tratamentos foi feita para verificar a existéncia de

diferenga significativa entre as médias dos resultados empregando-se anélise de variancia

50



(ANOVA, o = 0,05) através do software Statistica 6.0. A comparacdo de indices
parasitologicos no experimento 4 foi realizada com o protocolo de anélises estatisticas

parasitologicas, estabelecidos no pacote QP (Reiczigel & Rdzsa 2005).

3 - RESULTADOS

3.1 - Teste preliminar de toxicidade aguda com formol 96 h

O teste preliminar com concentracdes crescentes de formol realizado para definir as
concentrag0es letais mostrou sobrevivéncia total dos organismos usados no grupo controle.
T1 apresentou 50 % de sobrevivéncia em 96 h. Os tratamentos T2 a T5 apresentaram 100
% de mortalidade a partir de 24 h (Tabela 1).

Tabela 1: Sobrevivéncia dos juvenis (%) de Mugil platanus em relacdo a concentracdo de
formol em 96 h. T = tratamento (mg/L), TE = tempo (horas).

TE (horas)
24 48 72 96

C 100 100 100 100
T1 (25) 62,5 62,5 62,5 50
T2 (50)

T3 (100)

T4 (200)

T5 (400)

T (mg/L)

3.2 - Teste letal de toxicidade aguda com formol 96 h (CLsp)
Apdbs 96 h de exposicdo as concentracdes letais crescentes de formol, foram estimadas
as concentracdes letais medianas (CLsp). A CLs-96 h de formalina para juvenis da tainha

M. platanus é 20,77 mg/L. Os dados das CLsp sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores das CLsg para juvenis de Mugil platanus: TE = tempo (horas), CLsg =
concentracgéo letal mediana (mg/L) e IC = intervalo de confianga.

TE (horas) CLso (mg/L) IC

24 38,02 (33,47-43,18)
48 33,41 (29,63-37,67)
72 25,92 (21,75-30,88)
96 20,77 (17,19-25,10)

Durante todo o periodo experimental, o controle manteve 100 % de sobrevivéncia. T1-
T4 apresentaram 95,8; 91,6; 75 e 29,1 % de sobrevivéncia, respectivamente, em 96 h. T5
apresentou 100 % de mortalidade em 48 h (Figura 1). A Tabela 3 apresenta a mortalidade,
por individuos, dos juvenis ao longo do tempo.

120
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24 48 72 96
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Figura 1 — Sobrevivéncia dos juvenis de Mugil platanus (%) em relagdo ao tempo (horas):
C =controle, T1=5,T2=8, T3 =15, T4 =30 e T5 = 50 mg/L de formol.
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Tabela 3: Mortalidade (valores absolutos) dos juvenis de Mugil platanus ao longo do
tempo (horas). T = tratamento, TE = tempo, C = controle, T1L =5, T2=8, T3 =15, T4 =30
e T5 =50 mg/L de formol.

T (mg/L)

TE (horas)

48

72

96

C
T1 (5)
T2 (8)
T3 (15)
T4 (30)
T5 (50)

w O O O O

22

N WL OO O

o OO W+, O O

o oD - O O

As médias dos parametros de qualidade de 4gua sdo apresentadas na Tabela 4. As letras

iguais significam ndo existéncia de diferenca estatistica (P > 0,05) entre os parametros

fisicos e quimicos e as diferentes concentragdes de formol.

Tabela 4: Parametros de qualidade de agua. Tmp = temperatura (°C), S = salinidade, O.D =
oxigénio dissolvido (mg/L) e N — NH4 + NH3 = amoénia total (mg/L). T1 =5,T2=38, T3

=15, T4=30e T5 =50 mg/L de formol.

T (mg/L)

Tmp (°C)

S

pH

O.D (mg/L)

N- (NH4+NH3)

(mg/L)
C 22,6 +£0,19° 5 7,52+0,10° 6,22 +0,45° 0,38+0,04°
T1(5) 225+0,22° 5 7,50 £ 0,07 ° 5,68 +0,43° 0,41+0,03
T2 (8) 22,8+0,20° 5 7,61+0,04° 5,50 +0,56° 0,45+0,05°
T3 (15) 22,5+0,04° 5 7,52 £0,03° 5,49 + 0,60 ? 0,46 £0,04°
T4 (30) 225+0,11° 5 7,56 +0,10° 5,30 +£0,38° 0,36 £0,04°
T5 (50) 22,5+0,04° 5 7,47 +£0,09° 511+0,54° 0,48 +0,03°

3.3 - Banho preliminar com formol 1 h

A sobrevivéncia dos juvenis de M. platanus em relagdo a concentragdo de formol é

apresentada na Figura 2 e o tempo médio de sobrevivéncia apresentado na Tabela 5.
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Figura 2 — Sobrevivéncia dos juvenis de Mugil platanus em relacdo a concentracdo de

formol. Sobrevivéncia (por individuos) e Tempo (minutos). C = controle, T1 = 200, T2 =

400, T3 =600, T4 =800 e T5 = 1000 mg/L de formol.

Tabela 5: Tempo Médio de Sobrevivéncia (minutos) dos juvenis de Mugil platanus em

relacdo a concentragcdo de formol (mg/L). T = tratamento, C = controle, T1 = 200, T2 =

400, T3 =600, T4 =800 e T5 = 1000 mg/L de formol.

Tempo Médio de Sobrevivéncia

T (mg/L) (minutos)
C > 60

T1 (200) > 60

T2 (400) 32

T3 (600) 22

T4 (800) 15

T5 (1000) 10

A realizacdo do teste preliminar com formol (1 h) possibilitou a estimativa da CLso-1 h
(317,73 mg/L), com intervalo de confianca entre 273 e 368,87 mg/L. A CLjg-1 h foi

definida em 400 mg/L de formol.
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3.4 - Banho profilatico com formol 1 h para controle de parasitose

Ap0s exposicdo de 1 h, no controle e nos tratamentos T1 (25) a T4 (150) mg/L de
formol foi possivel observar a sobrevivéncia de 100 % das tainhas. No tratamento T5
houve sobrevivéncia de 87,5 % dos organismos testados.

Em animais mantidos como controle, foram identificados Ligophorus cf.
uruguayense (Ancyrocephalidae) e Solostamenides cf. platyorchis (Microcotylidae). A
prevaléncia (P %) de L. cf. uruguayense foi 100 %, a intensidade de infestacao (I1) variou
entre 1 e 121, a intensidade media de infestacdo (IMI) foi 34 e a abundancia média (AX)
foi 34. A prevaléncia (P %) de S. cf. platyorchis foi 13,3 %, a intensidade de infestagéo (I1)
variou entre 1 e 3, a intensidade média de infestacdo (IMI) foi 2 e a abundancia média
(AX) foi 0,26. No T1, ndo foram encontrados espécimes de S. cf. platyorchis, porém 13,3
% dos juvenis estavam infestados com L. cf. uruguayense, a intensidade de infestacdo
destes parasitos (I1) variou entre 3 e 152, a intensidade média de infestacdo (IMI) foi 77,5
a abundancia média (AX) foi 10,33. Nos tratamentos T2 a T5 houve eliminacdo de 100 %
dos parasitos (Tabela 6). A concentragdo 50 mg/L de formol é eficaz no controle de
Monogenoidea. Os indices parasitologicos de endoparasitos encontrados nos intestinos dos

juvenis de M. platanus, sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 6 — indices parasitolégicos da infestagdo por Ligophorus cf. uruguayense e
Solostamenides cf. platyorchis. T = tratamento, T1 =25, T2 =50, T3 =100, T4 =150e T5
= 200 mg/L de formol, C1 = controle para Ligophorus cf. uruguayense, C2 = controle para
Solostamenides cf. platyorchis, (n = 24 peixes cada). P (%) — Prevaléncia; Il — Intensidade

da Infestacdo; IMI — Intensidade Média da Infestacdo; AX — Abundancia Média.

T (mg/L) indices Parasitologicos

Monogenoidea P (%) Il IMI AX
Ligophorus cf. uruguayense T1(25) 13,3 3-152 77,5 10,33
Solostamenides cf. platyorchis T1(25) - - - 0
Ligophorus cf. uruguayense T2 (50) - - - 0
Solostamenides cf. platyorchis T2 (50) - - - 0
Ligophorus cf. uruguayense T3 (100) - - - 0
Solostamenides cf. platyorchis T3 (100) - - - 0
Ligophorus cf. uruguayense T4 (150) - - - 0
Solostamenides cf. platyorchis T4 (150) - - - 0
Ligophorus cf. uruguayense T5 (200) - - - 0
Solostamenides cf. platyorchis T5 (200) - - - 0
Ligophorus cf. uruguayense C1l 100 1-121 34 34
Solostamenides cf. platyorchis C2 13,3 1-3 2 0,26
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Tabela 7 — indices parasitologicos da infeccdo por Digenea e Tetraphyllidea. T
tratamento, T1 = 25, T2 = 50, T3 = 100, T4 = 150 e T5 = 200 mg/L de formol, C1

controle para Digenea, C2 = controle para Tetraphyllidea, (n = 24 peixes cada). P (%) —

Prevaléncia; Il — Intensidade da Infeccdo; IMI — Intensidade Média da Infeccdo; AX —

Abundancia Média.

indices Parasitologicos

Endoparasitos T (mg/L) P (%) I IMI AX
Digenea T1 (25) 40 1-10 4 1,6
Tetraphyllidea T1 (25) 40 1-102 30,83 12,33
Nematoda T1 (25) - - - 0
Digenea T2 (50) 40 1-12 4,83 1,93
Tetraphyllidea T2 (50) 33,33 1-8 3,8 1,26
Nematoda T2 (50) - - - 0
Digenea T3 (100) 40 2-70 20,16 8,06
Tetraphyllidea T3 (100) 66,66 1-107 30,1 20,06
Nematoda T3 (100) - - - 0
Digenea T4 (150) 33,33 1-32 9,4 3,13
Tetraphyllidea T4 (150) 60 1-270 50,88 30,53
Nematoda T4 (150) - - - 0
Digenea T5 (200) 46,66 2-40 9,71 4,53
Tetraphyllidea T5 (200) 66,66 1-172 52,7 35,13
Nematoda T5 (200) 6,7 1 1 0,07
Digenea C1 80 1-67 22,58 18,06
Tetraphyllidea c2 80 1-99 25 20
Nematoda C3 - - - 0
4 - DISCUSSAO

4.1 — Teste preliminar de toxicidade aguda com formol 96 h

Testes preliminares de toxicidade aguda sé@o realizados para definir a faixa letal aos
organismos testados para, posteriormente, serem realizados os testes definitivos letais em
relacdo a algum toxico, o que da mais confiabilidade aos testes definitivos (Sampaio et al.
2002; Fajer-Avila et al. 2003). A faixa de letalidade com formol para juvenis de tainha foi

observada em concentracfes superiores a 25 mg/L.
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Desta forma, o teste agudo definitivo (CLso) deve ser feito com concentragdes entre O e
25 mg/L de formol.

4.2 — Teste definitivo de toxicidade aguda com formol 96 h

Comparando os dados de toxicidade aguda em peixes expostos ao formol disponiveis
na literatura com a concentracdo letal mediana neste estudo, é possivel notar respostas
variadas dos hospedeiros. Cruz & Pitogo (1989), trabalhando com juvenis de “Milk fish”
Chanos chanos (Chanidae), com peso médio de 6 g estimaram a CLsp 24 h em 322 mg/L,
quase dez vezes mais tolerante que M. platanus (CLse-24 h = 38,02 mg/L). Os resultados
de toxicidade aguda do formol com a tainha apontam uma mortalidade total quando os
animais sdo submetidos a concentracdo > 50 mg/L em 24 h.

Um comparativo para trés dias de exposi¢cdo aguda demonstrou que juvenis do
“baiacu” Sphoeroides annulatus (Tetraodontidae) sdo mais tolerantes (CLso-72 h = 79
mg/L) (Fajer-Avila et al. 2003) ao formol que os juvenis de M. platanus (CLse-72 h =
25,92 mg/L).

A CLsp-96 h estimada para juvenis de M. platanus foi 20,77 mg/L, indicando uma
maior tolerancia ao formol quando comparada a “Striped bass” Morone saxatilis
(Percichthyidae) (CLso-96 h = 10,84 mg/L) (Reardon & Harrell 1990) ¢ “trairdo” Hoplias
lacerdae (Erythrinidae) (CLso-96 h = 7,47 mg/L) (Cruz et al. 2005). No entanto, as CLso-
96 h estimadas para a “enguia americana” Anguilla rostrata (Anguillidae) (CLso-96 h = 81
mg/L) (Hinton & Eversols 1978), para o “salmao do Atlantico” Salmo salar (Salmonidae)
(CLso-96 h = 69 mg/L) (Bills et al. 1977), e para o “Milk fish” Chanos chanos (CLs-96 h
= 232 mg/L) (Cruz & Pitogo 1989) demonstram que estas espécies sao mais tolerantes a
formalina do que M. platanus.

A mortalidade dos juvenis foi diretamente proporcional a concentracdo de formol
(Tabela 3), pois 0 aumento da concentragdo desta substancia causou maior mortalidade de
juvenis de M. platanus. A sobrevivéncia foi alta nos tratamentos T1 a T3 durante 96 h, pois
nestes tratamentos, as concentragdes usadas, entre 5 e 15 mg/L de formol, ndo foram
maiores do que a CLsp-96 h estimada para M. platanus. Porém, nos tratamentos T4 (30
mg/L), a partir de 72 h (CLso-72 h = 25,92 mg/L) e, no T5 (50 mg/L), a partir de 24 h
(CLso-24 h = 38,02 mg/L), as concentracdes usadas de formol foram maiores do que as

respectivas CLsp, causando alta mortalidade dos juvenis de tainha.
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Durante o periodo experimental, o aumento das concentracdes de formol néo
interferiu nos parametros fisicos e quimicos de agua, que se mantiveram dentro dos limites
exigidos para espécies aquaticas, nao interferindo, assim, na sobrevivéncia dos juvenis de
M. platanus. Os valores de amonia foram expressos em forma de aménia total N - (NH3 +

NH4), pois valores de amonia gasosa sao insignificantes.

4.3 - Teste preliminar do banho com formol 1 h

Os juvenis de M. platanus foram mais tolerantes ao formol quando submetidos a
concentragOes de até 200 mg/L por 1 h (Tabela 5). A concentracdo de formol utilizado em
cultivos, para o controle de parasitos, ndo deve exceder 250 mg/L em banhos de duracao
méaxima de 1 h (Francis-Floyd 1996). O estudo de diferentes concentracGes de formol
sobre o estresse do tambaqui Colossoma macropomum (Characidae) mostrou que o formol
pode ser utilizado nas concentracdes de 50, 100 e 150 mg/L em banhos de 30, 60 e 120
minutos ou nas concentracfes de 200 e 250 mg/L em banhos de 30 minutos, sem
comprometer a homeostase dos peixes (Aradjo et al. 2004). De acordo com os resultados
do teste preliminar (Figura 2), o teste definitivo com banho em formol durante 1 h foi feito
com concentragdes até 200 mg/L de formol.

A CLs estimada para 1 h de exposicdo a formalina traduz em mortalidade de 50 % das
tainhas expostas a 317,33 mg/L de formol no periodo de 1 h, enquanto que na
concentragdo de 400 mg/L foi observada a mortalidade total, corroborando os resultados de
Francis-Floyd (1996). No teste preliminar com formol (1h), o célculo da CLsp-1 h para
juvenis de M. platanus (317,73 mg/L), demonstrou que esta espécie é mais sensivel a
formalina que a “tilapia nildtica” Oreochromis niloticus (Cichlidae) (CLsp-2 h = 429,6
mg/L) (Macniven & Little 2001) e que o “baiacu” (CLsp-1 h = 972 mg/L) em banhos
administrados em 1 h (Fajer-Avila et al. 2003).

4.4 - Banho profilatico com formol 1 h para controle de parasitose
O formol é toxico aos peixes em altas concentragdes, pois causa lesdes nas branquias,
diminuindo a eficiéncia dos mecanismos de trocas gasosas e de osmorregulacéo, causando

mortalidade (Noga 1996). A mortalidade dos juvenis observada no tratamento T5 parece

estar ligada as lesdes histologicas causadas pelas altas concentracfes de formol nas
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branquias, causando mortalidade por hipoxia, corroborando o que fora descrito por Noga
(1996).

Recentes estudos descrevem espécies de Ligophorus (Abdallah et al. 2009, Failla
Siquier & Ostrowski de Nufiez 2009, Marcotegui & Matorelli, 2009) e de Solostamenides
(Jianyin & Tingbao, 2001) parasitando espécies em Mugil, porém estes estudos nao
analisam a eficécia de anti-helminticos no controle destes parasitos. O formol é utilizado
na aquicultura para controlar Monogenoidea, porém a concentracdo eficaz tem sido
discutida por varios autores, revelando resultados contraditérios. Os severos indices
parasitologicos da infestacdo por Ligophorus cf. uruguayense e Solostamenides cf.
platyorchis encontrados neste estudo sugerem o potencial efeito negativo que estes
parasitos podem representar nos cultivos. Nas condicdes fisicas e quimicas em que foi feito
0 experimento, no tratamento T1, 25 mg/L de formol foi eficiente no controle de 100 % de
Solostamenides cf. platyorchis em banhos de 1 h. O mesmo néo ocorreu com Ligophorus
cf. uruguayense, em que a concentragdo de 25 mg/L n&o foi eficiente para a erradicagdo
total destes parasitos.

Ja no tratamento T2, 50 mg/L de formol foi eficiente no controle total dos
Monogenoidea. Estes resultados sugerem uma provavel maior resisténcia de Ligophorus
cf. uruguayense ao formol, na concentracdo 25 mg/L, nas condices fisicas e quimicas em
que foi feito o experimento. Estes resultados corroboram Rowland et al. (2006), mostrando
que 40 mg/L de formol foi eficiente no controle de Lepidotrema bidyana e Gyrodactylus
sp. (Monogenoidea) em Bidyanus bidyanus (Terapontidae), porém nas concentracdes com
20 e 25 mg/L, os peixes continuaram infestados pelos Monogenoidea. Por outro lado,
Fajer-Avila et al. (2007) verificaram que banhos de 51 mg/L de formol por 1 h néo foram
totalmente eficientes no controle de Haliotrema sp. e de Euryhaliotrema sp.
(Monogenoidea) em Lutjanus guttatus (Lutjanidae), eliminando 72 % dos parasitos.

Neste estudo, os tratamentos T3 (100) — T5 (200) mg/L de formol foram totalmente
eficientes no controle dos Monogenoidea, porém a possibilidade destes tratamentos
causarem lesbes e/ou mortalidade dos hospedeiros é estudada no capitulo 3. Corroborando
estes resultados, outros autores mostram que concentragdes acima 50 mg/L de formol
tambem sdo eficazes no controle de Monogenoidea, para outras espécies de peixes.
Katharios et al. (2006), observaram que 200 mg/L de formol, por 1 h, erradicou 100 % de
Microcotyle sp. em Pagrus pagrus (Sparidae). Sharp et al. (2004), estudando o controle de
Monogenoidea em Seriola lalandi lalandi (Carangidae), observaram que 400 mg/L de

formol foi eficiente eliminando 99 % de Benedenia seriolae e Zeuxapta seriolae
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(Monogenoidea). Porém, nestes trabalhos, ndo foram feitas anélises histoldgicas dos peixes
tratados nestas concentracdes, sendo assim, discutivel a sua utilizacdo em vista das
possiveis lesdes causadas pelo formol nos peixes. Dessa forma, sdo necessarios estudos
analisando os danos que as altas concentracdes de formol causam nas branquias dos peixes,
revelando assim, a real viabilidade destes tratamentos em cultivos.

Entre os estudos citados, somente Francis-Floyd (1996) relata que o formol nédo é
eficiente no controle de endoparasitos. Os resultados deste estudo corroboram este autor,
pois o formol ndo controlou, em nenhuma das concentracdes testadas, a infeccdo por
Digenea, Tetraphyllidea ou Nematoda (Tabela 7), todos encontrados nos intestinos das
tainhas. E possivel que o formol ndo seja absorvido pelo organismo dos hospedeiros, nas
concentracbes e no tempo em que foram expostos. No entanto, contrariando este
argumento, alteracbes hepaticas foram observadas em Puntius gonionotus (Cyprinidae)
causadas pelo uso do formol (Chinabut et al. 1998).

Em outros estudos, elevadas prevaléncias e intensidades de infeccdo tém sido
encontradas em Mugil spp. por Nematoda (Lymbery et al. 2002) e por Digenea com
alteracdes histoldgicas nos hospedeiros (Oliveira et al. 2007). Neste estudo foi reportada
infecgdo por Tetraphyllidae nos intestinos, porém ndo foram reportados no estudo previo
com este hospedeiro (Capitulo 1). Este grupo de parasitos séo estritamente marinhos e
podem ter sido adquiridos pela &gua marinha a que os hospedeiros tiveram contato durante
0 periodo deste experimento. Os severos indices parasitologicos de Digenea e
Tetraphyllidea, nos juvenis de M. platanus, encontradas neste estudo revelam a
necessidade de realizar mais estudos visando a diminuicdo ou a erradicacdo total dos
endoparasitos através de anti-helminticos que sejam absorvidos pelo organismo dos
hospedeiros e eficazes no controle como o mebendazol (Stoskopf 1988), levamisol e
praziquantel (Fujimoto et al. 2006). Até o presente momento, ndo ha estudos
demonstrando a eficécia destas drogas para endoparasitos de Mugil spp.

Por fim, este estudo mostra que, nas condi¢cGes em que foi feito o experimento, 25
mg/L de formol é indicado no controle de Solostamenides cf. platyorchis e 50 mg/L para o
controle de Ligophorus cf. uruguayense para juvenis de M. platanus, por apresentar menor
concentragdo de formol e alta sobrevivéncia dos organismos. Porém, nenhuma das
concentracdes testadas foi eficiente no controle dos endoparasitos. As diferengas respostas
dos hospedeiros submetidos a banhos profilaticos com formalina, em estudos similares
apontam que os resultados encontrados ndo se estendem a outras espécies ja estudadas. A

concentracdo eficaz de um quimioterapico no controle parasitario depende da idade do
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hospedeiro, do quimioterapico, das condi¢des em que é feito o experimento, entre outros
fatores.
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RESUMO

O formol é um quimioterdpico eficaz no controle de Ligophorus cf. uruguayense
(Ancyrocephalidae) e Solostamenides cf. platyorchis (Microcotylidae) de juvenis da tainha
Mugil platanus. No entanto, as lesdes causadas nas branquias dos juvenis, por este
quimioterapico e/ou pelos parasitos, ainda ndo foram analisadas. Dessa forma, com o
intuito de estabelecer e de quantificar estas lesGes, trés peixes de cada tratamento,
provindos do banho definitivo com formalina para controle de parasitoses (ver Capitulo 2)
foram encaminhados para andlise histopatologica. O experimento foi composto de um
controle sem adicdo de formol na &gua e mais cinco concentragdes: T1 (25), T2 (50), T3
(100), T4 (150) e T5 (200) mg/L de formol (37 %) em &gua do arroio. Apds 24 h, trés
peixes de cada tratamento foram sacrificados com puncdo vertical na cabeca. Foram
tomadas amostras do corpo inteiro e fixadas em liquido de bouin por quatro horas. Apés
este periodo, foram fixadas em alcool etilico 70 %. As amostras foram emblocadas com
parafina e foram feitos cortes histolégicos de 5 pum, corados com hematoxilina e eosina.
Laminas histoldgicas foram preparadas. Foi observado que o aumento da concentracao de
formalina causou lesbes mais graves nas branquias. Foi observada hiperplasia leve das
lamelas secundarias nos animais mantidos como controle, desprendimento do epitélio
respiratério no T2, hiperplasia moderada das lamelas secundarias no T3, aumento da
atividade opercular no T4 e necrose, natacdo erratica e mortalidade no T5. Foram
observadas alteracdes comportamentais como aumento da atividade opercular no T4 e no
T5, exoftalmia e natacdo errdtica no T5. Os resultados histopatolégicos deste estudo
mostram que banhos de formol na concentracdo de 50 mg/L durante 1 hora podem ser
aplicados em juvenis de M. platanus para o controle de Monogenoidea, pois nesta
concentracdo, as lesbes histoldgicas causadas nos hospedeiros sdo leves e a sobrevivéncia

dos juvenis é alta.

Palavras-chave: Lesdes histopatoldgicas, sobrevivéncia, Mugil platanus, formol, branquias.
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ABSTRACT

Formaldehyde is an effective chemotherapy in the control Ligophorus cf.
uruguayense (Ancyrocephalidae) and Solostamenides cf. platyorchis (Microcotylidae) of
juvenile mullet Mugil platanus. However, the injuries caused in the gills of juveniles, by
the chemotherapy and/or by the parasites have not yet been analyzed. Thus, in order to
establish and to quantify these lesions, three fish per treatment, from the final bath of
formaldehyde to control parasitic diseases (Chapter 2) were sent for histopathological
analysis. The experiment consisted of a control without the addition of formalin in water
and five concentrations: T1 (25), T2 (50), T3 (100), T4 (150) and T5 (200) mg/L of
formaldehyde (37 %) in water of the estuary. After 24 h, three fish from each treatment
were Killed with vertical punch to the head. Samples were taken of the entire body and
fixed in Bouin liquid for four hours. After this period, were fixed in 70 % ethanol. The
samples were embedded in paraffin and histological sections were made of 5 um, stained
with hematoxylin and eosin. Histological sections were prepared. It was observed that
increasing the concentration of formaldehyde caused more severe lesions in the gills. Mild
hyperplasia was observed in animals kept as control, detachment of the respiratory
epithelium in T2, moderate hyperplasia at T3, increased opercular activity in T4 and
necrosis, erratic swimming and mortality in T5. Behavioral changes were observed as
increased opercular activity in T4 and T5 and exophthalmos and erratic swimming on the
T5. Histopathological results of this study show that bath of formaldehyde at a
concentration of 50 mg/L for 1 h can be applied to juveniles of M. platanus to control
Monogenoidea, because in this concentration, histological lesions caused in the host are

light and survival of juveniles is high.

Keywords: Histopathological lesions, survival, Mugil platanus, formaldehyde, gills.
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1- INTRODUCAO

A tainha Mugil platanus representa uma alternativa para a producdo de alimento
nas regides Sul e Sudeste do Brasil, possui aceitacdo no mercado (Crescéncio 2005) e tem
caracteristicas favoraveis ao cultivo (Sampaio et al. 2001; Okamoto et al. 2006; Poersch et
al. 2007; Torres et al. 2008).

Anti-helminticos sdo utilizados para o controle de parasitos na aquicultura
(Stoskopf 1988). O controle de Monogenoidea com formol tem sido eficaz, para diversas
espécies de peixes como Pagrus pagrus (Katharios et al. 2006), Bidyanus bidyanus
(Rowland et al. 2006), Lutjanus guttatus (Fajer-Avila et al. 2007), Sphoeroides annulatus
(Fajer-Avila et al. 2003), inclusive Mugil platanus (Capitulo 2), porém poucos estudos
reportaram as lesdes histologicas causadas por esta substancia. Ha relatos de que esta
substancia pode causar desprendimento epitelial, necrose branquial (Cruz & Pitogo 1989,
Perera & Pathiratne 2005, Smith & Piper 1972), hiperplasia e telangiectasia (Carneiro et al.
2006).

Este trabalho descreve as lesdes histoldgicas causadas por diferentes concentracdes

de formol e por Monogenoidea em juvenis da tainha M. platanus.

2 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no més de Agosto de 2009, periodo de ocorréncia da
tainha M. platanus no ambiente. Foram coletados juvenis de M. platanus com redes 3 m x
1,5 m e malha 5 mm em um arroio que desagua na Praia do Cassino-RS (31° 11’ 55” S; 52°
11’ 14” O). Os animais foram transportados para o Laboratério de Piscicultura Estuarina e
Marinha (LPEM) do Instituto de Oceanografia da FURG, onde foram previamente
aclimatados as condicdes de cativeiro (Capitulo 2) e expostos a banhos de formol, durante
uma hora, em béqueres com volume Gtil de 1 L, densidade 8 peixes/béquer em triplicata
sendo um controle sem adicdo de formalina na agua e mais cinco concentrag@es: 25, 50,
100, 150 e 200 mg/L de formol (37 %) em agua do arroio com salinidade 5. Os animais
foram mantidos em jejum durante o periodo experimental e ap6s uma hora da exposi¢do ao
formol, os peixes foram transferidos para outros béqueres com volume util de 1 L,
contendo &gua, sem formalina, nas mesmas condicGes fisicas e quimicas e mantidos em
observagdo para andlise da sobrevivéncia. Apds 24 h, 3 espécimes de cada tratamento

(Capitulo 2- experimento 4), foram sacrificados com puncdo vertical na cabeca. Foram
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fixadas amostras do corpo em liquido de bouin por quatro horas. Apds este periodo, foram
fixadas em alcool etilico 70 %. As amostras foram emblocadas com parafina e foram feitos
cortes histolégicos de 5 pm, corados com hematoxilina e eosina, PAS, tricrdmico de
Masson e reticulina de Gomori. As lesdes observadas foram classificadas de acordo com
Romano & Cueva (1988) e Randi et al. (1996), em que a linha vermelha mostra a hiperplasia
no filamento branquial. As fotomicrografias foram feitas com uma cdmera fotogréfica
OLYMPUS CAMEDIA 5030 acoplada a um microscopio optico OLYMPUS HP10.

3 - RESULTADOS

As lesdes histologicas foram observadas nas branquias dos juvenis de M. platanus.
No controle, alguns animais estavam parasitados por Monogenoidea (Capitulo 2) e
apresentaram lesdes (Figura 8), 100 % dos hospedeiros apresentaram hiperplasia leve
(Figura 1). No tratamento T1, 100 % dos juvenis apresentaram hiperplasia leve e
desprendimento do epitélio respiratorio (Figura 1 e 2). No tratamento T2, 100 % dos
juvenis apresentaram hiperplasia leve e moderada e desprendimento do epitélio
respiratério. No tratamento T3, 100 % dos juvenis apresentaram hiperplasia moderada
(Figura 3) e desprendimento do epitélio respiratdrio. No tratamento T4, 100 % dos juvenis
apresentaram hiperplasia moderada e grave, desprendimento do epitélio respiratorio. No
tratamento T5, 100 % dos juvenis apresentaram hiperplasia grave (Figura 4) e
desprendimento do epitélio respiratdrio e 66 % apresentaram perda do epitélio respiratério
e necrose (Figura 5). Foi observado aumento do numero das células de cloreto (Figura 6)
nas branquias dos juvenis de todos os tratamentos com formalina. Houve sobrevivéncia
total dos juvenis mantidos como controle e nos demais tratamentos, exceto no tratamento
T5, em que houve 87,5 % de sobrevivéncia (Tabela 1). Alteracdes morfoldgicas e
comportamentais foram observadas nos tratamentos T4 e T5. No tratamento T4, em 100 %
dos juvenis foi observado aumento da atividade opercular. No tratamento T5, 12,5 % dos
juvenis apresentaram exoftalmia (Figura 7) e 87,5 % apresentaram sinais de natacdo

erratica e aumento da atividade opercular (Tabela 2).
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Tabela 1 — Percentual de ocorréncia de lesdes histologicas causadas por concentragdes

crescentes de formalina nas branquias de juvenis da tainha Mugil platanus. HL =

hiperplasia leve, ACC = aumento do numero de células do cloreto, HM = hiperplasia

moderada, HG = hiperplasia grave, DER = desprendimento do epitélio respiratorio, PER =

perda do epitélio respiratério, NE = necrose, C = controle e S = Sobrevivéncia (%). T1 =

25, T2=50,T3 =100, T4 =150 e T5 = 200 mg/L de formol.

T (mg/L) Lesdes histoldgicas (%0)

ACC HL HM HG DER PER NE
C (0) 0 100 0 0 0 0 0
1 (25 100 100 0 0 100 0 0
2 (50) 100 100 100 0 100 0 0
3 (100) 100 0 100 0 100 0 0
4  (150) 100 0 100 100 100 0 0
5 (200) 100 0 0 100 100 66 66

Tabela 2 — Percentual de ocorréncia de alteracdes morfoldgicas e comportamentais

causadas por concentracdes crescentes de formol nas branquias de juvenis da tainha Mugil

platanus. T = tratamento, EX = exoftalmia, AAO = aumento da atividade opercular e NAE

= natacao erratica.

T Alteracdes morfoldgicas e comportamentais (%)
(mg/L) EX AAO NAE

c (0 0 0 0

1 (25 0 0 0

2 (50) 0 0 0

3 (100) 0 0 0

4  (150) 0 100 0

5  (200) 12,5 87,5 87,5

4- DISCUSSAO

Alguns juvenis de M. platanus mantidos como controle estavam infestados por

Monogenoidea (Capitulo 2). As lesbes causadas por estes parasitos (Figura 8) sdo uma das
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hipoteses para explicar a presenca de hiperplasia leve nos exames histoldgicos das
branquias. Varios estudos corroboram esta informacdo, mas apontam diferentes
intensidades de hiperplasia branquial e a ocorréncia de outras leses como respostas
imediatas do hospedeiro as infestacdes por Monogenoidea em peixes (Martins & Romero
1996; Montero et al. 2004; Schalch et al. 2006; Dezfuli et al. 2007). Efeitos menos
agressivos causados por Monogenoidea foram observados por Mansell et al. (2005), em
“kingfish” Seriola lalandi que tiveram aumento da ocorréncia de hiperplasia lamelar com o
aumento da infestacdo pelo parasito branquial Zeuxapta seriolae. Por outro lado, Azevedo
et al. (2006) relatam les6es mais graves como hiperplasia moderada, necrose e congestéo
branquial, causadas pela acdo de Cichlidogyrus spp. em “tilapia nildtica” Oreochromis
niloticus, porém em infestagdo moderada, evidenciando assim, o alto grau de
patogenicidade desta espécie de Monogenoidea aos hospedeiros. Efeitos mais agressivos
causados por Monogenoidea foram relatados por Arafa et al. (2009), apontando que 0s
parasitos, através de sua “for¢a de suc¢do haptorial” causaram necrose, fusdo lamelar,
ruptura de capilares sanguineos, degeneracédo do epitélio lamelar e infiltracdo de eritrécitos
nas branquias de “catfish” Clarias gariepinus infestados por Macrogyrodactylus clarii.
Conforme Buchmann & Lindenstrom (2002), o processo de fixacdo dos Monogenoidea
ocorre com liberacdo de secrecfes nas branquias dos hospedeiros causando hiperplasia do
epitélio branquial e producdo de muco pelas células mucosas. Em outros casos, esta
fixacdo pode induzir no hospedeiro, uma estimulacéo inicial seguida de depressao de seus
mecanismos de defesa ndo-especificos (Chaves et al. 2006). Outra hipdtese do
aparecimento de hiperplasia no grupo controle é o estresse causado pela manipulacdo dos
peixes, normalmente observado em pisciculturas intensivas, como relatado por Oba et al.
(2009), porem este efeito ndo foi analisado neste estudo.

Neste estudo, em todos os tratamentos foi observado aumento do numero das
células de cloreto, porém néo foi possivel explicar esse fato. Estas células sdo responsaveis
pelo transporte de sddio e de cloreto da agua para o sangue, no balango osmético (Jobling
1995) e, portanto, o aumento de sua quantidade pode sugerir que essa seja uma resposta
compensatéria dos peixes frente a presenca da formalina. A concentracdo 25 mg/L de
formol causa desprendimento do epitélio respiratorio nas branquias em 1 h de exposicéo e
néo foi observado aumento da atividade opercular dos juvenis de M. platanus. No entanto,
esses resultados ndo podem ser automaticamente estendidos a outras espécies, uma vez que
estudos similares realizados com outras espécies de peixes mostram resultados distintos.

Em alevinos de Rhamdia quelen, a concentragéo 0,2 ml/L de formol comercial, indicada
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para o controle parasitario em espécies tropicais, causou alta mortalidade, hiperplasia grave
e telangiectasia branquial, além de hiperemia bucal quando estes animais foram expostos a
trés banhos de formol, com 1 h de duracéo e intercalados em 48 h (Carneiro et al. 2006). Ja
quando juvenis de “baiacu” Sphoeroides annulatus foram expostos a concentragdo de 24
mg/L de formol, ndo foram observados sinais de exoftalmia, hemorragias nem quaisquer
mudangas comportamentais, corroborando o que fora observado com os juvenis de M.
platanus neste trabalho (Fajer-Avila et al. 2003).

No tratamento 50 mg/L de formol, foi observada hiperplasia moderada, além de
desprendimento do epitélio, sem quaisquer alteragdes comportamentais nos juvenis de M.
platanus. Estes resultados sdo corroborados por outros autores. Em juvenis e pré-adultos de
tilapia Oreochromis niloticus, submetidos a 50 mg/L de formol durante 1 h, ndo foram
encontradas lesdes branquiais significativas, alteracdo da atividade opercular e houve
sobrevivéncia total dos organismos testados (Perera & Pathiratne 2005). Da mesma forma,
quando alguns juvenis de “baiacu” Sphoeroides annulatus foram expostos a 51 mg/L de
formol, ndo foram observados sinais de exoftalmia, hemorragias nem quaisquer mudancas
comportamentais, indicando a viabilidade do tratamento nesta concentracdo de formol
(Fajer-Avila et al. 2003).

As tainhas submetidas a 100 mg/L de formol apresentaram hiperplasia moderada e
desprendimento do epitélio respiratdrio, ainda sem apresentar mudangas comportamentais.
Discordando destes resultados, em juvenis de “baiacu” Sphoeroides annulatus, quando
expostos a concentracfes entre 75 e 103 mg/L de formol foram observados exoftalmia
apos 13 h e erosdo das nadadeiras e dos olhos ap6s 20 h de exposicdo ao formol (Fajer-
Avila et al. 2003). Por outro lado, corroborando os resultados deste estudo, banhos de 100
mg/L de formol em “tambaqui” Colossoma macropomum ndo causaram nenhum tipo de
estresse aos peixes em 30, 60 e 120 minutos de duracdo, mostrando que, banhos
terapéuticos de formol, como indicadores de estresse, sdo recomendados e néo
comprometem a homeostase dos tambaquis nesta concentracdo (Araujo et al. 2004).

Pela funcdo que desempenham, as branquias devem estar em contato com o meio
externo, podendo por esta razdo sofrer alteracbes morfologicas quando em contato com
substancias que tenham capacidade de agressao aos seus tecidos (Moyle & Cech Jr.1988).
Neste estudo, as leses observadas nos juvenis de tainha, nos tratamentos com 150 e 200
mg/L de formol corroboram estas afirmagdes, pois o formol causou hiperplasia grave,
desprendimento e perda do epitélio respiratdrio, necrose branquial, mortalidade no T5,

além de alteragbes morfologicas e comportamentais como exoftalmia, natacao erratica e
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aumento da atividade opercular como sinais de estresse dos hospedeiros. Por outro lado,
confrontando nossos resultados, sinais de estresse como resposta dos hospedeiros ao
contato com toxicos também foram observados por Katharios et al. (2006), ao submeter
exemplares de “Red porgies” Pagrus pagrus a 200 mg/L de formol durante 1 h no controle
de Microcotyle sp. porém, o tratamento foi eficaz tanto no controle parasitario quanto na
erradicacdo de sinais clinicos de perda de apetite e de vitalidade dos peixes pos-tratamento.
Hiperplasia e necrose branquial como consequéncias do uso do formol também séo
observados em tratamentos parasitarios em camardes como Litopenaeus schmitti (Lamela
et al. 2008).

Os resultados deste estudo mostram que na medida em que € aumentada a
concentracdo de formol a que foram expostos 0s juvenis, aumentam tanto as lesdes
histologicas das branquias como a ocorréncia de alteragdes morfolégicas ou
comportamentais (Tabelas 1 e 2). Esses resultados sdo corroborados por dados de outros
autores. Altas concentragdes de formol podem controlar ectoparasitos, porém o aumento da
concentracdo desta substancia agrava lesbes histologicas, interfere nas trocas gasosas e
causa alta mortalidade dos organismos por hipdxia. Dessa forma, os banhos terapéuticos
ndo devem ultrapassar 250 mg/L em uma hora de exposi¢cdo e em temperaturas que nao
ultrapassem 21°C (Francis-Floyd 1996, Noga 1996). Banhos de 250 mg/L de formol
durante 1 h, em juvenis e pré-adultos de tilapia Oreochromis niloticus, causaram lesdes
severas como hiperplasia e hipertrofia celular, separacdo do epitélio respiratério, aléem do
aumento da atividade opercular, sendo as lesdes mais intensas nos juvenis, por serem mais
sensiveis ao formol (Perera & Pathiratne 2005). Resultados semelhantes foram encontrados
para truta arco-iris Salmo gairdneri, em que a exposicao a 200 mg/L de formol causou
necrose, hipertrofia e separacdo epitelial nas branquias destes organismos em banhos de 1
h (Smith & Piper 1972).

N&o foram feitas analises do musculo dos juvenis de M. platanus expostos as
concentragfes de formol, porém ha relatos de que esta substancia pode ser retida pelo
musculo de Paralichthys olivaceus, Sebastes schlegeli (Jung et al. 2001), Puntius
gonionotus e Clarias batrachus (Subasinghe & Yusoff 1993). Dessa forma, novos estudos
precisam investigar se exemplares de M. platanus destinados ao consumo humano retém o
formol no masculo, quando submetida a controles parasitarios.

Os resultados histopatoldgicos deste estudo mostram que banhos de formol na
concentracdo de 50 mg/L durante 1 hora podem ser aplicados em juvenis de M. platanus

para o controle de Monogenoidea (CAPITULO 2), pois nesta concentrago, as lesdes
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histoldgicas causadas nos hospedeiros sao leves e a sobrevivéncia dos juvenis é alta. N&o é
sabido, no entanto, se estas alteragdes sdo revertidas e se isto ocorre, quanto tempo é

necessario para sua reversao.
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6- FIGURAS

Figura 1 - Mugil platanus. Branquias de juvenis do T1 (25 mg/L de formalina) com
hiperplasia leve. Coloragdo HE, 40 x. Linha vermelha mostra que a hiperplasia leve

acomete menos da metade do filamento branquial.

Figura 2 - Mugil platanus. Branquias de juvenis do T2 (50 mg/L de formalina) com
desprendimento do epitélio respiratério. Coloragdo HE, 40 x.
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Figura 3 - Mugil platanus. Bréanquias de juvenis do T3 (100 e 150 mg/L de formalina)
com hiperplasia moderada. Coloracdo HE, 40 x. Linha vermelha mostra que a

hiperplasia moderada acomete mais da metade do filamento branquial.

Figura 4 - Mugil platanus. Branquias de juvenis do T5 (150 e 200 mg/L de formalina)
com hiperplasia grave. Coloracédo HE, 40 x. Linha vermelha mostra que a hiperplasia
grave acomete todo o filamento branquial.
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Figura 5 — Mugil platanus. Branquias de juvenis do T5 (200 mg/L de formalina) com
atrofia causada pela necrose - perda do epitélio respiratério. Coloragdo HE, 40 x.

Figura 6 - Mugil platanus. Branquias de juvenis do T1-T5 (25-200 mg/L de formalina)
com aumento do namero das células de cloreto. Coloragdo HE, 40x.
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X.

Figura 8 - Mugil platanus. Branquias de juvenis do T1 (25 mg/L de formalina) com
Lesdo por parasito. Coloracéo HE, 40 x.
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CONCLUSOES GERAIS

Sobre os juvenis da tainha Mugil platanus, no Litoral do Rio Grande do Sul, nas

condicdes em que foram feitos os estudos, pode-se concluir que:

1-

As branquias sdo severamente infestadas por Ligophorus cf. uruguayense e por
Solostamenides cf. platyorchis (Monogenoidea).

Os intestinos sdo altamente infectados por Digenea, enquanto que Nematoda tem
infeccdo muito discreta.

A formalina pode ser utilizada em banhos profilaticos de 1 h de duracdo, porém a
sua CLso-1 h é estimada em 317,73 mg/L e a CLs0-96 h em 20,77 mg/L.

A formalina € um quimioterapico eficiente no controle de Monogenoidea, sendo
que 25 mg/L é totalmente eficaz no controle de Solostamenides cf. platyorchis e
50 mg/L no controle de Ligophorus cf. uruguayense.

A formalina ndo é eficaz no controle de Digenea e de Nematoda.

Séo indicados banhos profilaticos com 50 mg/L de formalina durante 1 h para o
controle de Monogenoidea, pois nesta concentracdo, as lesbes histopatoldgicas
séo mais leves.

As diferencas respostas dos hospedeiros submetidos a banhos profilaticos com
formalina, em estudos similares apontam que os resultados encontrados ndo se
estendem a outras espécies ja estudadas. A concentracdo eficaz de um
quimioterapico depende da idade do hospedeiro, do quimioterapico, das

condigdes em que é feito o experimento, entre outros fatores.

Com base nestas informacdes é possivel afirmar que os juvenis da tainha Mugil

platanus no litoral do Rio Grande do Sul séo altamente infestados por Ligophorus cf.

uruguayense e por Solostamenides cf. platyorchis (Monogenoidea), porém é possivel

realizar o controle total destes parasitos através de banhos profilaticos com 50 mg/L de

formalina por 1 h, em que as lesdes histologicas sdo leves e a sobrevivéncia dos peixes

¢ alta.
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RECOMENDACOES FINAIS

Este estudo sugere novas pesquisas como:

1-

Estudar a fauna parasitaria da tainha Mugil platanus em estagios de vida mais
avancados, comparando-a a este estudo, pois esta fauna tende a se diversificar.
Testar a eficacia da formalina no controle parasitario, nestas concentracdes, para
tainhas em estagios de vida mais avangados.

Testar a eficacia da formalina no controle parasitario, em novas concentragdes, para
tainhas em estagios de vida mais avangados.

Testar a eficacia da formalina no controle parasitario, para juvenis da tainha Mugil
platanus com concentrac@es entre 25 e 50 mg/L.

Testar a eficacia de outros quimioterdpicos no controle parasitario, como levamisol,
praziquantel, mebendazol, entre outros.

Analisar os efeitos histopatologicos da formalina em outras concentracbes e de
outros quimioterapicos no controle parasitario.

Analisar a existéncia de possiveis residuos dos quimioterapicos no coragdo, figado,
intestinos, baco e musculatura dos hospedeiros testados, pois alguns estudos
mostram que este efeito é observado, o que representa um perigo para 0 consumo

humano desta carne.
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