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RESUMO

Efeito do praziquantel sobre as varidveis sanguineas de Colossoma macropomum
Curvier, 1818 (Characidae: Serrasalminae) e sua eficiéncia como anti-helmintico no

controle de parasitas monogendides (Plathyhelminthes: Monogenoidea)

Visando contribuir com os estudos sobre o uso de quimioterdpicos na aqiiicultura,
principalmente em espécies nativas como o tambaqui Colossoma macropomum, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o anti-helmintico praziquantel quanto aos seus possiveis
efeitos toxicos sobre tambaquis, utilizando como indicador as andlises hematoldgicas
(Capitulo 1); além de avaliar a eficiéncia deste farmaco no controle de parasitas
monogendides (Capitulo 2). No Capitulo 1, foram testadas, na forma de banhos, as
concentracdes de 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg de praziquantel/L nos tempos de 0,5; 1 e 24
horas de exposicdo. Dos parametros sanguineos avaliados, a concentracdo de hemoglobina e a
hemoglobina corpuscular média apresentaram uma diminui¢@o nos peixes mantidos por 24 h e
uma hiperglicemia naqueles expostos as maiores concentracdes de praziquantel (25 e 50
mg/L) em todos os tempos de exposicdo. Os resultados sugerem que o praziquantel nas
concentracdes de 25 e 50 mg/L, independente do tempo de exposicdo, alteram a homeostase
fisiol6gica dos tambaquis, podendo causar até a morte dos animais. Além disso, esse estudo
corrobora com a hipétese de que a respiragdo na superficie aquética (RSA), com formacgao de
labios em tambaqui, pode ser estimulada pela diminuicdo de oxigénio tecidual (hipoxemia),
independente do oxigénio na dgua. No Capitulo 2, foram testadas 5 concentracdes de
praziquantel: 0; 6,25; 12.,5; 25 e 35 mg/L em banhos de longa duracio (24 h) e avaliados os
parametros sanguineos e a carga parasitaria dos peixes. Na maioria dos tratamentos, a eficcia
esteve abaixo de 60%, com excecdo do tratamento com 12,5 mg/LL que obteve 61,8% de
eficdcia. Os resultados indicaram que as menores concentragdes de praziquantel foram as
mais eficientes na reducdo da carga parasitdria e as altas concentragdes do fairmaco induziram
nos peixes alteragdes leucocitdrias compativeis com estresse como linfopenia, monocitose,

neutrofilia, e hiperglicemia.

Palavras-chave: Fisiologia, hematologia, banhos terapéuticos, toxicidade, parasitos.
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ABSTRACT

Effect of praziquantel on Colossoma macropomum Curvier, 1818 (Characidae:
Serrasalminae) blood parameters and its efficiency as antihelmintic to control

monogenea parasites (Plathyhelminthes: Monogenoidea)

In order to contribute with research on the use of chemical therapeutics in aquaculture,
especially involving native fish species such as the tambaqui, Colossoma macropomum, the
present study aimed to evaluate the antihelmintic praziquantel toxic effects on tambaqui
through hematological analysis (Chapter 1) and, complementarily, to evaluate its efficacy to
control monogenea parasites (Chapter 2). In Chapter 1, bath of 3.12; 6.25; 12.5; 25 and 50 mg
of praziquantel/L. during 0.5; 1 and 24 hours of exposure were tested. Among the blood
parameters evaluated, hemoglobin concentration and mean corpuscular hemoglobin decreased
in fish exposed during 24 hr and hyperglycemia was observed on those exposed to the highest
concentrations of praziquantel (25 and 50 mg/L) in all bath duration. Results suggest that
praziquantel concentrations of 25 and 50 mg/L affect tambaqui homeostasis, regardless the
exposing time, and may cause fish mortality. Besides, this study corroborate with the
hypothesis that tambaqui aquatic surface respiration (ASR), with the formation of mouth lips,
may be stimulated by the reduction of tissue oxygen concentration (hypoxemia), regardless
water dissolved oxygen concentration. In Chapter 2, five praziquantel concentrations were
tested: 0; 6.25; 12.5; 25 and 35 mg/L in 24 hr baths and blood parameters and fish parasite
load were evaluated. In most treatments efficacy was under 60%, except for the treatment
with 12.5 mg/L which resulted in 61.8% efficacy. This study indicated that lower praziquantel
concentrations were more efficient in controlling the parasites and high concentration of the
product induced fish leukocyte alterations comparable to stress, such as lymphopenia,

monocytosis, neutrophylia, and hyperglycemia.

Key-words: physiology, hematology, therapeutic baths, toxicity, parasites.
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REVISAO DE LITERATURA

Efeito do praziquantel sobre as variaveis sanguineas de Colossoma macropomum
Curvier, 1818 (Characidae: Serrasalminae) e sua eficiéncia como anti-helmintico no

controle de parasitas monogendéides (Plathyhelminthes: Monogenoidea)

1. Doencas na aquicultura e o uso de quimioterapicos

A aquicultura € a atividade agropecudria que mais cresceu nas ultimas décadas (FAQO,
2007) e, atualmente, vem se constituindo na principal estratégia para o aumento da oferta de
pescado em nivel mundial (Freitas, 2003). A FAO (2007) estima que, paralelo ao crescimento
desta atividade, o uso de produtos quimicos para o controle ou manejo de doencas tende a
aumentar. No entanto, existe o risco do uso indiscriminado ou empirico destes produtos, que
podem causar danos ao ambiente, intoxicacdo, estresse € até a morte dos organismos de
cultivo, com consequentes prejuizos para o produtor.

Problemas relacionados a surtos epizodticos de doencas de animais aquaticos vém se
tornando cada vez mais comuns em varios paises, principalmente aqueles causados por virus.
Por exemplo, a sindrome ulcerativa epizodtica (EUS) em peixes de cultivo de dgua doce,
entre as décadas de 80 e 90, no Japao, Austrilia, Asia e EUA; o virus da encefalopatia e
retinopatia (VER), nos anos 90, que infectou peixes marinhos de quase todo o mundo; o surto
de herpesvirus (KHV) que causou perdas econdmicas na producao de carpa comum (Cyprinus
carpio) na Indonésia e no Japao em 2002 e 2003 respectivamente; a sindrome viral da mancha
branca (WSSV) em criagdes de camardo de todo o mundo (FAO, 2005a), a qual foi
diagnosticada no Sudeste e Sul do Brasil em 2004 e no Nordeste em 2005, colocando em
alerta o setor produtivo da carcinicultura nacional (Carvalho-Filho, 2005; Gesteira, 2006).
Esses exemplos demonstram a vulnerabilidade da aquicultura para tratar de doencas de larga
escala e os significativos impactos dessas doencgas nas economias locais (FAO, 2005a).

Os registros de estimativas de perdas econOmicas provenientes de enfermidades
parasitdrias em pisciculturas no Brasil sdo escassos. Contudo, estudos de curto e longo prazo
do diagnéstico epidemioldgico relativo a prevaléncia de parasitos de ocorréncia comum em

pisciculturas, fornecem informacdes para o entendimento da situacdo atual destes



estabelecimentos no pais (Martins et al., 1999; Tavares-Dias et al., 2001a,b; Takemoto et al.;
2004; Schalch e Moraes, 2005; Matins et al.; 2006) e no estado do Amazonas (Malta et al.,
2001; Varella et al., 2003; Morais, 2005; Tavares-Dias et al., 2006). Diagndstico de longo
prazo foi realizado por Martins et al. (2000, 2002), que levantaram a ocorréncia de infeccdes
parasitdrias em estabelecimentos de criacdo e manutengdo de peixes no estado de Sao Paulo,
por um periodo de 5 e 2 anos, respectivamente. Os autores concluiram que monogendides
foram os parasitos mais abundantes, seguidos dos protozoarios Ichthyophthyrius multifilis e
Piscinoodinium pillulare, crusticeo Lernaea cyprinacea, tricodinideos e mixosporideo
Henneguya piaractus. Entretanto, ndo existem trabalhos, a longo prazo, sobre o diagndstico
das pisciculturas na regido Norte.

Segundo a FAO (2005b), as enfermidades fazem parte do processo de qualquer
segmento da producdo animal, e que, na tentativa de conter os impactos causados, estdo sendo
empregadas as mesmas estratégias de outros segmentos do setor agropecudrio para o controle
de doencas. Tal fato pode ser observado, por exemplo, pelo uso indiscriminado dos
antibidticos na aquicultura para fins terapéuticos e como agentes profilaticos (FAO, 2005b). O
uso generalizado desses produtos ja tem sido associado ao desenvolvimento de resisténcia de
varias bactérias patogénicas de sistemas de cultivo, como: Aeromonas hydrophila, A.
salmonicida, Edwardsiella tarda, E. ictalurii, Vibrio anguillarum, V. salmonicida,
Pasteurella piscida e Yersinia ruckeri (FAO, 2005b).

Outro exemplo € o uso de pesticidas no controle de parasitos de peixes, que pode
trazer danos nao mensurdveis ao meio ambiente e aos organismos associados (Soumis et al.,
2003; Grisolia, 2005; Maximiano et al., 2005), além de, muitas vezes, serem tOXicoS aos
peixes (Rodrigues et al., 1997; Cruz et al., 2004).

Além dos problemas relacionados ao meio ambiente e a toxicidade de organismos de
cultivo pelo uso indiscriminado ou sem prescricdes de medicamentos na aquicultura, existem
questdes que envolvem saude publica e seguranca alimentar, ou seja, a preocupacdo em
fornecer um pescado de boa qualidade ao consumidor sem a presenca de residuos de
medicamentos (Burka et al., 1997; IPEA, 2004; Campos, 2005; Maximiano et al., 2005).

E importante destacar, ainda, que qualquer produto de uso veterindrio deve ter,
obrigatoriamente, registro especifico no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), para que possa ser prescrito para uso nos animais. A Secretaria da Defesa
Agropecudria do MAPA instituiu a Portaria n° 48, de 12/05/1997 que determina o registro de

antiparasitarios para mamiferos. Uma das etapas do processo de registro do produto é a



comprovacgdo de sua eficdcia ndo inferior a 90% e a sua seguranga sob o ponto de vista da

toxicidade ao organismo de cultivo.

2. Parasitismo por monogendéides

Dentre os intimeros patégenos que causam enfermidades nos peixes sob criacao
intensiva, o grupo dos monogendides € capaz de produzir graves surtos de morbidade e altas
taxas de mortalidade (Smith e Noga, 1993; Noga, 2000; Ruppert, 2005; Pavanelli et al.,
2008). E citada na literatura a relacdo destes parasitos com o hospedeiro ¢ o ambiente de
cultivo, cuja problemdtica da infeccdo parasitiria em criadouros decorre do bom
desenvolvimento do parasito em animais estressados (Martins et al., 2002; Varella et al.,
2003; Pavanelli et al., 2008). Além disso, sua ocorréncia tem estreita relacdo com os fatores
abidticos da dgua e aqueles relacionados a sazonalidade e temperatura (Noga, 2000; Martins
et al., 2002; Garcia et al., 2003; Schalch e Moraes, 2005).

Os trematédeos monogendides, pertencentes ao filo Platyhelminthes e classe
Monogenoidea, sdo ectoparasitos do corpo, nadadeiras, branquias, cavidade oral e fossas
nasais (Smith e Noga, 1993; Eiras et al., 2006; Thatcher, 2006; Pavanelli et al., 2008), mas
também podem habitar o interior do corpo dos hospedeiros como ureteres, ductos intestinais
(Thatcher, 2006) ou estdmago (Jerbnimo, 2009). As familias Dactylogyridae e
Gyrodactylidae, sdo as mais importantes do ponto de vista econdmico, sendo a primeira, o
tdxon mais abundante nas dguas da América do Sul (Thatcher, 2006) e Brasil (Takemoto et
al., 2004).

A caracterizacdo morfolédgica principal deste grupo € a presenca de um aparelho de
fixacdo localizado, geralmente, na parte posterior do corpo, denominado de haptor (Eiras et
al., 2006; Pavanelli et al., 2008). Este aparelho € constituido por estruturas esclerotizadas
(ganchos, barras ou ancoras), que podem variar em nimero e sdo utilizadas, freqiientemente,
na identificacdo desses parasitos (Eiras et al., 2006).

O ciclo de vida da maioria dos monogendides € direto, ou seja, todos os estddios de
desenvolvimento se sucedem em um tnico hospedeiro (Thatcher, 1981; Thatcher, 2006). Em
funcdo disto, eles encontram facilidade para completarem seu ciclo em ambientes de grandes
densidades de peixes (Smith e Noga, 1993; Kubtiza e Kubitza, 1999; Ruppert, 2005; Pavanelli
et al., 2008). Podem ser oviparos (maior parte das familias) ou viviparos, como a maioria dos
gyrodactilideos (Buchmann e Lindenstrom, 2002; Thatcher, 2006). Os monogendides

oviparos fazem oviposi¢do de um pequeno nimero de grandes ovos que podem manter-se



livres na dgua e, quando eclodem, liberam um oncomiracidio ciliado que oportunamente ird
infectar um hospedeiro, onde a maturacdo se completard (Smith e Noga, 1993; Buchmann e
Lindenstrom, 2002). De acordo com Thatcher (2006), os ovos, frequentemente, t€m um ou
mais filamentos polares que servem como ancoras para prenderem-se a mucosa das branquias
dos hospedeiros até a eclosdo. Os viviparos dao origem a larvas completamente formadas e
semelhantes a um adulto que permanecem no mesmo hospedeiro até a fase adulta (Smith e
Noga, 1993), ou precisam contar com outros mecanismos de transmissio como o contato
direto entre peixes, ou contato indireto por meio do substrato, ou, de forma mais aleatdria,
pelas correntes de dgua (Buchmann e Lindenstrom, 2002). A despeito destas informacdes, sdo
praticamente inexistentes os estudos sobre o ciclo evolutivo de monogendides de espécies
brasileiras.

Foram descritas seis espécies de monogendides parasitando tambaquis (Colossoma
macropomum) da natureza e de cultivo, cinco da familia Dactylogyridae: 1) Anacanthorus
spathulatus Kritsky, Thatcher & Kayton, 1979; 2) Linguadactyloides brinkmanni Thatcher &
Kritsky, 1983; 3) Anacanthorus penilabiatus Boeger, Husak & Martins, 1995, espécie comum
em Piaractus mesopotamicus, porém, descrita em tambaquis cultivados no estado do Ceara
(Belmont-Jégu et al., 2004); 4) Notozothecium janauachensis Belmont-Jégu, Domingues &
Martins, 2004; 5) Mymarothecium boegeri Cohen & Kohn, 2005; e uma espécie da familia
Gyrodactylidae: 6) Gyrodactylus sp. (Fischer et al., 2003; Varella et al., 2003; Belmont-Jégu
et al., 2004; Cohen e Kohn, 2005; Morais, 2005; Thatcher, 2006).

Sao parasitos altamente espécie-especificos e se fixam em local definido do corpo do
hospedeiro, alimentando-se de muco, epitélio ou sangue (Smith e Noga, 1993; Buchmann e
Lindenstrom, 2002; Pavanelli et al., 2008). Sanches et al. (2007) relacionaram a
patogenicidade dos monogendides de alevinos de pampo (Trachinotus carolinus) ao método
de fixacdo ao hospedeiro e a alimentacdo hematéfaga do parasito. Smith e Noga (1993)
relacionaram o grau do prejuizo causado sobre os hospedeiros com o nimero de parasitos
presentes, a idade, as condi¢des do hospedeiro e o envolvimento de infec¢des secunddrias.
Stopskof (1993) descreveu que um grande nimero de monogendides nas branquias de um
unico peixe estressado pode causar severos efeitos patologicos num curto periodo de tempo.

A sintomatologia ¢ marcada por letargia, anorexia, perda de peso, aumento da
producdo de muco no corpo e nas branquias, além da acdo mecanica dos parasitos abrirem
portas de entrada para iniciarem processos infecciosos secunddrios causados por bactérias e
fungos (Smith e Noga, 1993; Onaka et al., 2003; Luque, 2004; Mansell et al., 2005; Pavanelli

et al., 2008). Martins e Romero (1996) descreveram significativas lesdes histolégicas em



branquias de tambaquis (C. macropomum), pacus (P. mesopotamicus) e tambacus (hibrido de
tambaqui x pacu) quando a infestacdo era severa, podendo-se destacar presenca de multiplos
pontos hemorragicos, edema e focos necréticos. A principal acdo patogénica é provocada por
espécies que ocorrem nas branquias (Takemoto et al., 2004). Em geral, as infesta¢des na pele
sd0 menos patogénicas que as infestagdes nas branquias, devido a rdpida regeneracdo da pele
nos peixes (Stoskopf, 1993; Kubitza e Kubitza, 1999). As lesdes nas branquias sdo
particularmente importantes, pois estas reagem fortemente a presenca do parasito e, nos casos

mais graves, o hospedeiro pode morrer por asfixia (Pavanelli et al., 2008).

3. Praziquantel no controle de monogenoéides

Em vista dos prejuizos causados por monogendides, investigacdes recentes descrevem
resultados quanto ao uso de produtos quimicos no controle destes parasitos em diversas
espécies de peixes de clima tropical e temperado, dos quais podem ser citados: formalina, sal
comum, banhos de dgua doce para peixes de &4gua salgada, peréxido de hidrogénio,
permanganato de potdssio, sulfato de cobre, albendazole, mebendazole, praziquantel,
ivermectina, trichlorfom, toltrazuril, bithionol, dcido caprilico, organofosforados (Buchmann
e Bjerregaardb, 1990; Stoskopf, 1993; Kim e Choi, 1998; Hirazawa et al., 2000; Kim e Cho,
2000; Noga, 2000; Kim e Kim, 2002; Fajer—Avila et al., 2003; Onaka et al., 2003; Stephens et
al., 2003; Sharp et al., 2004; Mansell et al., 2005; Ferreira, 2006; Katharios et al., 2006;
Rowland et al., 2006; Fajer—AVila et al., 2007; Sanches et al., 2007; Cruz et al., 2008;
Pavanelli er al., 2008; Sudova et al.,, 2008). Também ¢ descrito o efeito desinfetante destes
produtos em equipamentos de uso comum nas pisciculturas, no controle da transmissao
horizontal deste parasito (Hirazawa et al., 2003; Ernst et al., 2005; Fajer—AVila et al., 2007).

Sao utilizadas diferentes vias de aplica¢do de produtos quimicos nos peixes quando o
objetivo € tratar ou prevenir enfermidades. No entanto, duas vias se destacam como as mais
utilizadas: oral e banhos. Na via oral, o medicamento, principalmente antibidticos e anti-
helminticos, é incorporado a ragdo. Também se utiliza intubacdo direta via esdfago para a
medicacdo (Kim e Choi, 1998; Sitja-Bobadilla et al., 2006; Sudova et al., 2008). No uso de
banhos para aplicagdo do produto, o animal é exposto, por um determinado periodo, a
concentracdo da droga diluida na d4gua ou em veiculo hidrossolivel (Stoskopf, 1993; Noga,
2000; Pavanelli et al. 2008). Embora a via oral também seja bastante utilizada, muitos
trabalhos demonstram a preferéncia pelo uso de banhos no controle de monogendides. Isso

porque os banhos podem ser aplicados para tratar a parasitose, ja que os animais doentes nao



se alimentam e, além disso, os banhos podem ser feitos durante o transporte de peixes, por
exemplo, aproveitando o manejo e evitando a manipulacdo dos mesmos (Martins, 2004).

Um produto que tem sido utilizado com sucesso na aquicultura, principalmente no
tratamento de monogendides em peixes, € o praziquantel (Hirazawa et al., 2000; Kim e Cho,
2000; Kim e Kim, 2002; Stephens et al., 2003; Sharp et al., 2004; Fajer—Avila et al., 2007).
Esse produto ja tem sua aplicac@o autorizada em paises como o Japao (Hada Clean™ - Bayer)
(Stephens et al., 2003) e na Europa (Burka et al., 1997; Campos, 2005), além de existirem
estudos relacionados as suas caracteristicas farmacodindmicas e farmacocinéticas como anti-
helmintico para peixes.

O praziquantel (2 ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11 b-hexa-hidro-4 H-pirazino [2,1-a]
isoquinolin-4-ona) é um anti-helmintico largamente utilizado na medicina humana para o
tratamento da esquistossomose, parasitose de grande importancia médica e s6cio-econdmica
no Brasil (Figura 1). Este farmaco tem sido estudado em animais desde 1975, mostrando ter
baixa toxicidade e ser altamente eficaz contra infestagdes de vdrias espécies de trematddeos e
cestddeos (Novaes e Aradjo, 1999). Na medicina veterindria, ¢ empregado no controle de
rotina de vdarios helmintos endoparasitas de mamiferos domésticos e selvagens, animais

exoticos e aves (Booth e Donald, 1992; Dayan, 2003).

Figura 1. Férmula quimica do anti-helmintico praziquantel (2 ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11 b-hexa-

hidro-4 H-pirazino [2,1-a] isoquinolin-4-ona) (Fonte: Booth e Donald, 1992).

O mecanismo de acdo deste fairmaco estd associado a habilidade em inibir a bomba de
Na’/K* nos parasitos, aumentando a permeabilidade da membrana do helminto,
principalmente ao cdlcio, o que leva a intensificagcdo da atividade muscular, seguida por
contracdo e paralisia espdstica. Esse processo ocasiona o desprendimento do parasito do

hospedeiro (Burka et al., 1997; Dayan, 2003; Stephens et al., 2003; Fajer—Avila et al., 2007).



Alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de responder questdes sobre a
farmacocinética do praziquantel em Salmo gairdneri “rainbow trout” (Bjorklund e Bylund,
1987) e Sebastes schlegeli “rockfish” (Kim et al., 2001; 2003). De acordo com esses estudos,
a droga parece ser absorvida pelo trato gastro-intestinal, pele e branquias, e alcanca picos
plasmdticos médximos em 9 e 12 horas quando administrada por via oral e via banhos,
respectivamente (Kim ef al., 2001). A excrecdo ocorre pela bile e pelo rim na forma de
metabdlitos soliveis (Bjorklund e Bylund, 1987).

Embora a literatura apresente resultados variados sobre o tempo de eliminagao total da
droga no plasma, miusculo e pele de S. schlegeli, o tempo maximo descrito de permanéncia da
droga no plasma e musculo é de 120 horas (Kim et al., 2001), e na pele de 144 horas (Kim et
al., 2003). As variacdes no tempo de deplecao de drogas podem estar relacionadas com a
espécie, com a concentra¢do do produto e com as vias de administra¢do. Esse tipo de estudo €
importante para verificar a permanéncia ou ndo de residuos na carne do peixe apds o
tratamento e determinar periodos minimos de caréncia do pescado antes do consumo pelo
homem (FAO, 2005a).

Estudos demonstram efeitos positivos deste produto no tratamento de S. schlegeli
(Scorpaeniformes) parasitado por Microcotyle sebastis (Kim e Cho, 2000), Glaucosoma
hebraicum “Australian dhufish” (Perciforme) parasitado por Haliotrema abaddon (Stephens
et al., 2003), Verasper variegatus “Spotted halibut” (Pleuronectiforme) parasitado por
Neobenedia girellae (Hirazawa et al., 2004), Seriola lalandi lalandi “yellowtail kingfish”
(Perciforme) parasitado por duas espécies de monogendides Benedenia seriolae e Zeuxapta
seriolae (Sharp et al., 2004), Sparus aurata L. “gilthead sea bream” (Perciforme) parasitado
por Sparicotyle chrysophrii (Sitjd-Bobadilla et al., 2006), Lutjanus guttatus “red snapper”
(Perciforme) parasitados por Haliotrema sp. e Euryhaliotrema sp. (Fajer-Avila et al., 2007),
dentre outros, utilizando doses, vias e tempos de administracdo variados. Contudo, foram
verificadas diferentes respostas em tratamentos semelhantes quando as espécies de peixes e de
monogendides eram diferentes, assim como descrito por Onaka et al. (2003) e Sanches et al.
(2007). Fajer—AVila et al. (2007) e Kim e Choi (1998) ressaltaram que a diferenca no habito
alimentar entre as espécies de monogendides é um fator que deve ser considerado quando se
aplica o tratamento quimioterdpico.

Para uso em banhos, o praziquantel, por ser insolivel na dgua, tem sido diluido em
alcool isopropilico (Stephens et al., 2003), em etanol 70% (Mitchell e Hobbs, 2007) ou em
glicerol (Sharp et al., 2004). A relacdo dos residuos de praziquantel com organismos

associados ao ambiente aquético foi relatado por Burka et al. (1997).



4. Avaliacao da toxicidade de compostos quimicos e seus indicadores

Tao importante quanto a eficiéncia de uma droga contra determinado parasito, é a
verificacdo de sua toxicidade para os organismos ndo-alvo, como os peixes do cultivo. Os
efeitos de quimioterdpicos sobre 0s organismos aquéticos podem ser estimados € monitorados
por testes de toxicidade conduzidos em laboratério (USEPA, 2002; Grisolia, 2005). Os
bioensaios de toxicidade aquética permitem avaliar a sensibilidade de organismos a diversas
fontes, como efluentes agricolas, industriais e domésticos, sedimentos, produtos quimicos e
mesmo medicamentos, avaliando, neste ultimo caso, tanto a eficacia como os efeitos
deletérios de drogas e compostos utilizados nos tratamentos de doencas de organismos
aquéticos (Lombardii, 2004). Em geral, durante estes testes, sdo avaliadas a sobrevivéncia ou
a mortalidade dos organismos, as alteracdes de comportamento e, além disso, as altera¢des
hematoldgicas, histolégicas, parasitologicas ou de genotoxicidade (Ferreira, 2004).

Os parametros hematolégicos e bioquimicos tém sido ferramenta comumente utilizada
para avaliar e caracterizar reagdes fisioldgicas em peixes submetidos a diferentes condicdes
estressoras como a exposi¢ao a poluentes naturais como o nitrito e o gas sulfidrico (Affonso et
al., 2002; Costa et al., 2004) e antrdpicos (Silva, 2004), a quimioterdpicos (Dorucu e Girgin,
2001; Aradjo et al., 2004; Porto, 2005; Chagas et al., 2006; Borges et al., 2007; Sudovi et al.,
2008), ao manejo rotineiro de sistemas de cultivo (Martins et al., 2004; Porto, 2005; Oliveira,
2008), entre outros.

Isto é possivel porque os peixes desencadeiam respostas a partir de um estimulo
estressor, sao as denominadas respostas ao estresse (Urbinati e Carneiro, 2004). As respostas
ao estresse sdo divididas em respostas primadrias, secunddrias e tercidrias (Wedemeyer, 1996;
Urbinati e Carneiro, 2004). As respostas primarias sdao mediadas pelo sistema neuro-
enddcrino e culminam com a liberagdo instantdnea para a circulagdo dos hormonios do
estresse, catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticosterdides (principalmente o
cortisol). As respostas secunddrias compreendem os efeitos metabdlicos, hematoldgicos,
osmorregulatérios e cardiorrespiratérios mediados por esses hormonios. Destaca-se a
hiperglicemia, a diminuicao da concentragdo de ions no sangue, o aumento do conteido de
dgua do tecido, o aumento da taxa metabdlica, as alteracdes do eritrograma e do leucograma
(Tavares-Dias et al., 2001c; Moraes e Martins, 2004; Urbinati e Carneiro, 2004), entre outras.
As respostas tercidrias afetam o animal como um todo, provocando modifica¢des nos padrdes
comportamentais, comprometendo o crescimento, o sucesso reprodutivo e a resisténcia a

doencas (Urbinati e Carneiro, 2004). E importante ressaltar que a magnitude e a duracdo da



resposta ao estresse irdo depender do grau de severidade do agente estressor e do tempo de
exposicdo ao mesmo, bem como as respostas podem variar de acordo com a espécie (Barton,
1997).

Estudos relacionados a toxicidade do praziquantel t€m demonstrado diferentes
respostas de acordo com a espécie de peixe (Onaka et al., 2003; Mitchell e Hobbs, 2007;
Sudova et al., 2008). Por exemplo, Cyprinus carpio alimentados com racdo contendo
praziquantel apresentaram diminui¢do no nimero de eritrécitos, no volume dos eritrocitos e
na concentragdo de hemoglobina (Sudova et al., 2008), contudo, os parametros hematologicos
retornaram aos valores iniciais apds 96 horas de exposi¢do, e 0s peixes ndo apresentaram
sinais de toxicidade. Diferente de P. mesopotamicus expostos ao farmaco apds banhos curtos,
onde foram relatados sintomas como letargia, natagdo errdtica e sinais de hipéxia (Onaka et

al., 2003).

5. Avancos e obstaculos no cultivo de tambaqui na Amazonia

Desde o final da década de 90, a aquicultura continental brasileira tem apresentado um
crescente aumento. Neste contexto, a regido Norte tem incrementado sua participacdo na
producdo nacional, apresentando gradual crescimento de acordo com as estatisticas anuais de
Pesca do IBAMA. Em 2006, o crescimento foi de 12,1%, com uma producdo de 22.011
toneladas, representando 11,6% da produgao aquicola nacional, com valor estimado de R$
84.876.150,00 (IBAMA, 2008). O Amazonas foi o estado que mais contribuiu (27,8%) com a
producdo de pescado oriundo da piscicultura na regido Norte (IBAMA, 2008).

Embora Diegues (2006) afirme que a piscicultura na Amazonia ainda seja incipiente, é
ponto comum, entre os diversos autores, que a regido Norte te m potencial promissor para
expandir a atividade piscicola, seja pela abundancia de seus recursos hidricos, pelas suas
caracteristicas climaticas e do solo, sua diversidade de espécies de valor comercial possiveis
de serem cultivadas ou, ainda, pelo forte incentivo governamental para o desenvolvimento da
atividade na regido (Melo et al., 2001; Freitas, 2003; Roubach et al., 2003; Ono, 2005).

Em geral, a producdo da regido Norte inclui diversas espécies nativas, entre elas o
tambaqui (C. macropomum), o matrinxa (Brycon amazonicus), o curimatd (Prochilodus
nigricans), o piaucu (Leporinus sp.) e, mais recentemente, o pirarucu (Arapaima gigas) € a
espécie exotica tilapia (Oreochromis niloticus, Tilapia rendalli). Contudo, o tambaqui lidera
entre as espécies mais cultivadas, sendo responsavel pela produg¢do de 5.115 toneladas de

peixe em 2006, contrastando-se com apenas 1.048 toneladas produzidas pelas demais
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espécies, segundo o IBAMA (2008). De acordo com dados da Secretaria de Produ¢do Rural
do Estado do Amazonas - SEPROR (2007), em 2007, houve uma produgdo de 8.500
toneladas de tambaqui. Além disso, € a terceira espécie mais cultivada no Brasil (26.662
toneladas), perdendo para a tildpia (O. niloticus, T. rendalli) e para a carpa (C. carpio,
Ctenopharyngodon idella, Hypophthalmichthys molitrix e Aristichtlys nobilis) (Carvalho-
Filho, 2007; IBAMA, 2008; Ostrensky et al., 2008).

A criagdo do tambaqui na Amazdnia tem se destacado em fun¢do do interesse da
agroindustria de pescado na regido, da alta demanda do mercado regional e nacional e pelo
dominio de sua producdo em cativeiro (Aradjo-Lima e Goulding, 1998; Melo et al., 2001;
Baptista e Petrere-Jr., 2003; Santos et al., 2006). Pertencente a ordem Characiforme, familia
Characidae e subfamilia Serrasalminae, o tambaqui ocupa o 2° lugar entre os maiores peixes
de escamas de dgua doce da América do Sul, depois do pirarucu (Santos et al., 2006). E
oriundo das bacias dos rios Orinoco € Amazonas, e sua distribui¢do geografica em ambiente
natural compreende o Brasil, a Venezuela, a Colombia, o Peru e a Bolivia (Aradjo-Lima e
Goulding, 1998).

Existem intimeros estudos sobre os aspectos relacionados a sua biologia e sua
producdo em diferentes condi¢des de cultivo (Val e Honczaryck, 1995; Aratjo-Lima e
Goulding, 1998; Baldisserotto e Gomes, 2005). O sucesso da sua criagdo tem sido obtido nos
mais diferentes sistemas de cultivo: tanques de alvenaria, viveiros de terra batida, barragens e
tanques-rede, sendo cultivados em mono ou policultivos (Chellapa et al., 1995; Val e
Honczaryck, 1995; Aratjo-Lima e Goulding, 1998; Melo et al., 2001; Brandao et al., 2004;
Guimardes e Storti-Filho, 2004; Kubitza, 2004; Chagas et al., 2005).

Isto é possivel devido a plasticidade do tambaqui em se adaptar as alteracdes do
ambiente aqudtico, como, por exemplo, condi¢cdes criticas de oxigénio dissolvido (Val e
Almeida-Val, 1995; Val e Honczaryck, 1995; Aradjo-Lima e Goulding, 1998; Baldisserotto e
Gomes, 2005) e alta resisténcia a acdo toxica da amonia em concentragdes de até 0,46 mg/L
(Ismifio-Orbe, 2003). Sua capacidade em suportar valores inferiores a 1 mg O,/L (Saint-Paul,
1988), pode ser associado ao mecanismo adaptativo denominado respiragdo na superficie
aquatica (RSA), no qual o tambaqui desenvolve o ldbio inferior, que funciona como um funil,
deixando passar a fina camada superficial da 4gua rica em oxigénio em dire¢do as branquias
(Val e Almeida-Val, 1995);

Quanto a criagdo em cativeiro, o tambaqui se adapta as condi¢cdes do manejo,
apresenta habito alimentar diversificado (frutos e sementes na natureza e ragdo em cativeiro,

além de aproveitar fontes disponiveis nos viveiros como o plancton), apresenta boa conversao
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alimentar e rdpido crescimento (Val e Honczaryck, 1995; Van der Meer et al., 1997a,b;
Aratgjo-Lima e Goulding, 1998; Guimardes e Storti-Filho, 2004; Kubitza, 2004). Outra
vantagem importante para sua cria¢do € a disponibilidade continua de juvenis durante todo o
ano, devido ao dominio da sua reproducio artificial (Val e Honczaryck, 1995).

Apesar dos avangos, ainda existem entraves que tém dificultado a expansdo da
piscicultura na regido e na criagdo do tambaqui. Dentre eles, o baixo nivel tecnoldgico da
maioria das pisciculturas instaladas na regido; a resisténcia a adocdo de novas técnicas; a
deficiéncia ou auséncia de servigos de assisténcia técnica (Freitas, 2003; Ono, 2005); a falta
de estrutura para a comercializacdo e transporte dos produtos aqiiicolas (Diegues, 2006); além
dos problemas relacionados a sanidade dos peixes que sdo responsdveis por notdveis prejuizos
para o produtor (Malta et al., 2001; Pavanelli et al., 2008).

O desenvolvimento de técnicas para evitar transtornos a saude dos peixes cultivados,
ou mesmo métodos de controle de patdgenos € objeto de interesse comum entre pesquisadores
e criadores (Tavares-Dias et al., 2001a). A proposta deste estudo serd contribuir com as
pesquisas na area de sanidade animal, buscando ampliar o conhecimento sobre o uso de
farmacos na aquicultura principalmente em espécies nativas, como o tambaqui, onde as
informagdes na drea sanitdria ainda sdo escassas. Sendo assim, considera-se relevante os

estudos sobre a toxicidade e eficacia do praziquantel em experimentos laboratoriais.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de banhos terapéuticos com o anti-helmintico praziquantel no

controle de parasitos monogendides em juvenis de tambaquis, Colossoma macropomum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Avaliar os efeitos do praziquantel sobre as varidveis hematoldgicas e bioquimicas

de tambaquis, levando-se em consideracdo diferentes concentragdes e tempos de exposi¢ao.

2 — Avaliar a eficdcia do praziquantel administrado na forma de banhos no controle de

parasitos monogendides de tambaquis.



CAPITULO 1

Efeito do praziquantel nos parametros sanguineos de tambaqui Colossoma macropomum

RESUMO

Estudos tém sido realizados visando entender a toxicidade e os efeitos de
quimioterdpicos com potencial para uso na aqiiicultura, como é o caso do praziquantel que
possui comprovada eficidcia no controle de parasitos de diversas espécies de peixes. O
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do praziquantel sobre as respostas
hematolégicas e bioquimicas de tambaquis, levando-se em consideracdo diferentes
concentracdes e tempos de exposi¢do. Foram testadas na forma de banhos as concentragdes de
3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg de praziquantel/L nos tempos de 0,5; 1 e 24 horas de exposicao.
Para isso, foram avaliados o hematdcrito, nimero de eritrécitos, concentragdo de
hemoglobina, concentracdo de hemoglobina corpuscular média, hemoglobina corpuscular
média, volume corpuscular médio, glicose plasmadtica e proteinas plasmaticas totais. Foram
observadas diminui¢do na concentracdo de hemoglobina e hemoglobina corpuscular média
dos peixes mantidos por 24 horas, com ou sem praziquantel, sendo os menores valores médios
obtidos para animais expostos a banhos com 50 mg/L. de praziquantel. Hiperglicemia foi
observada nos peixes expostos as maiores concentragdes de praziquantel (25 e 50 mg/L) em
todos os tempos de exposi¢do ao farmaco testado. Os resultados sugerem que o praziquantel
nas concentracdes de 25 e 50 mg/L, independente do tempo de exposi¢do, alteram a
homeostase fisiol6gica dos tambaquis, podendo causar até a morte dos animais. Além disso,
os resultados deste estudo corroboram a hipétese de que a respiracdo na superficie aquética
(RSA) com formacao de ldbios em tambaqui pode ser estimulada pela diminui¢do de oxigénio

tecidual (hipoxemia), independente do oxigénio na dgua.

Palavras-chave: toxicidade, hematologia, estresse, peixe, tratamentos.
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1. INTRODUCAO

O tambaqui, Colossoma macropomum (Characiforme, Characidae) é a principal
espécie cultivada na regido Norte, representando 67,73% da produgdo regional, e a terceira
espécie mais cultivada no Brasil (Roubach er al., 2003; IBAMA, 2008; Ostrensky et al.,
2008). A posicio do tambaqui na piscicultura nacional deve-se, principalmente, a
disponibilidade de juvenis durante o ano, a alta produtividade e bom potencial de crescimento,
aliado a rusticidade e fécil adaptagdo da espécie as alteracdes ambientais, além da vasta
informagdo quanto aos aspectos de cultivo (Val e Honczaryck, 1995; Melo et al., 2001;
Brandao et al., 2004; Baldisserotto e Gomes, 2005; Chagas et al., 2005). Além disso, na
regido amazodnica, sua carne € bem valorizada e apreciada pela populagao local, que consome
em média 60 kg de peixe/pessoa/ano (Aradjo-Lima e Goulding, 1998; Freitas, 2003, Santos et
al., 2006). Além disso, a piscicultura de tambaqui comega a desenvolver papel importante na
oferta de pescado, devido ao periodo de defeso da pesca extrativa da espécie que compreende
praticamente seis meses do ano (Roubach et al., 2003; IBAMA, 2007).

Com o crescimento de empreendimentos piscicolas na regido Norte e no Brasil, aliado
ao inerente aparecimento de enfermidades decorrentes, principalmente, do confinamento dos
peixes e da condugdo inadequada do manejo, tém sido estimulado os estudos sobre a
identificacdo dos principais parasitos que ocorrem em cultivos de tambaquis (Malta et al,
2001; Varella et al., 2003; Morais, 2005; Tavares-Dias et al., 2006), associando-os aqueles
relacionados a toxicidade e efeitos de produtos que sdo usados na criagdo desta espécie, como,
por exemplo, a formalina (Aradjo et al., 2004), o herbicida Rondup® (Porto, 2005), o
permanganato de potassio (Silva et al., 2006), o mebendazol (Chagas et al., 2006) e o sulfato
de cobre (Ferreira, 2006).

Outro importante quimioterdpico com potencial para a aquicultura € o praziquantel,
um anti-helmintico empregado no controle de trematddeos e cestoides de animais domésticos
e peixes (Booth e Donald, 1992; Burka et al., 1997; Dayan, 2003) e tem seu uso aprovado na
aquicultura do Japao e da Europa (Burka et al., 1997; Stephens et al., 2003; Campos, 2005).
Resultados positivos tém sido comprovados no controle de parasitos de diversas espécies de
peixes como Takifugu rubripes “tiger puffer” (Hirazawa et al., 2000); Sebastes schlegeli
“rockfish” (Kim e Cho, 2000; Kim e Kim, 2002); Seriola lalandi lalandi “yellowtail kingfish”
(Sharp et al., 2004); Glaucosoma hebraicum “Australian dhufish” (Stephens et al., 2003);
Lutjanus guttatus “red snapper” (Fajer-Avila er al., 2007). Os efeitos desse farmaco sobre a

fisiologia de peixes foram relatados em pacu Piaractus mesopotamicus (Onaka et al, 2003),
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carpa Cyprinus carpio (Sudova et al, 2008), e em Golden shiner e Grass carp (ciprinideos)
(Mitchell e Hobbs, 2007), evidenciando sinais de toxicidade na primeira e alteracdes
hematoldgicas na segunda espécie. Os parametros sanguineos sdo considerados indicadores
patofisiolégicos do organismo animal (Wedmeyer, 1996; Sudovd et al, 2008), podendo
fornecer respostas quanto a dindmica fisiolégica frente a exposicdo a medicamentos em
peixes e outros produtos potencialmente toxicos (Heath, 1995; Martins et al., 2001; Affonso
et al., 2002; Costa et al., 2004; Oliveira, 2008). Frente a necessidade de estudos sobre a
sanidade de peixes amazdnicos, este trabalho avaliou os efeitos do praziquantel em diferentes

concentracdes e tempos de exposi¢do sobre os parametros sanguineos do tambaqui.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aquisigdo dos peixes

Os tambaquis foram adquiridos na Estacao de Piscicultura de Balbina (municipio de
Presidente Figueiredo — AM) e transportados ao Laboratério de Fisiologia Aplicada a
Piscicultura da Coordenagdao de Pesquisas em Agqiiicultura (CPAQ) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazoénia (INPA), em Manaus, AM. Apds o transporte, os peixes foram
acondicionados e aclimatados as condicdes laboratoriais por duas semanas em caixas de
polietileno de 250 L contendo dgua proveniente de poco artesiano e aeragdo constante (O,
dissolvido 7,54 + 0,8 mg/L; temperatura 26 + 0,7 °C; condutividade 22,23 + 2,30 pS/cm3; pH
=7,02 £0,09; CO,= 6,67 + 2,8 mg/L; alcalinidade total 1,65 mg CaCOs/L e dureza total 1,33
+ 0,30 mg CaCOs/L). Os peixes foram alimentados com racdo extrusada (45% proteina bruta)
ad libitun quatro vezes ao dia, mas foram privados de alimento 24 horas antes do inicio dos

experimentos.

2.2. Solugao estoque de praziquantel

Foi preparada uma solugdo estoque de praziquantel em pd (99,58 % de 2 ciclo-
hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona) da  Gerbras
Quimica e Farmacéutica Ltda, dissolvida em etanol P.A. (Quimex®) na proporcao de 1:10.000
(w/v), agitada por 12 horas num agitador magnético (Tecnal TE-0851). O uso de etanol como

solvente deve-se a baixa solubilidade do praziquantel em agua.
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2.3. Exposicdo dos peixes ao praziquantel

Os tambaquis (32,9 £ 4,7 ge 10,1 £ 0,6 cm) foram expostos a cinco concentragdes de
praziquantel (3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg de praziquantel/L) em trés experimentos distintos
com tempos de exposicdo de 0,5, 1 e 24 horas. As exposi¢des foram acompanhadas por um
controle (negativo) com etanol na concentragdo de 500 uL/L, volume de veiculo utilizado na
maior concentracdo de praziquantel testada. A partir das concentracdes testadas por Onaka et
al. (2003) em pacus (50 a 500 mg/L), foram realizados testes pilotos em tambaquis. A escolha
das concentragdes de praziquantel (< 50 mg/L) foi determinada a partir dos resultados dos
experimentos pilotos, que demonstraram alteracOes comportamentais € mortalidade em
concentracoes acima de 50 mg/L.

Nos trés experimentos, o delineamento foi inteiramente casualizado e seguiram-se as
mesmas premissas. As exposi¢des foram realizadas em aqudrios de vidro de 60 L, sendo
adotado o sistema estético. A distribuicao dos peixes (N = 108) nos aqudrios foi realizada de
forma aleatdria e todos os tratamentos, incluindo o controle negativo, foram realizados com
trés réplicas, constituindo um total de 18 unidades experimentais com 6 individuos por
aqudrio. Os peixes foram aclimatados por 24 horas nos aqudrios experimentais antes da
adicao do praziquantel, cuja concentracdo de cada aqudrio, foi obtida a partir da adicdo de
volume apropriado de solugdo estoque previamente descrito. A aeracdo dos aqudrios foi
mantida no maximo para permitir a completa homogeneiza¢ao do praziquantel. Ao final de
cada tempo de exposi¢ao, os peixes foram removidos do aquério e amostras de sangue foram
coletadas para posterior andlise dos parametros sanguineos.

A sobrevivéncia e o comportamento (ex. atividade, perda de equilibrio, natacdo
anormal, freqiiéncia respiratéria e alteracdo de coloragdo da pele) dos peixes foram

observados e registrados.

2.4. Exposicdo dos peixes ao etanol

Para avaliar o efeito do etanol utilizado como solvente do praziquantel, tambaquis
(33,1 + 7,2 g e 10,5 = 0,8 cm) foram expostos a seis concentragdes deste produto: O
(controle), 30, 60, 125, 250 e 500 uL de etanol/L, com trés réplicas cada, perfazendo total de
18 aqudrios experimentais com 6 peixes cada. Foram seguidas as mesmas premissas dos
experimentos descritos no item 2.3. Amostras de sangue de 2 peixes de cada aquario foram

coletadas apo6s 0,5, 1 e 24 horas de exposi¢@o ao etanol para posterior andlise sanguinea. Com
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os resultados obtidos, foi possivel avaliar os efeitos somente do praziquantel nos peixes sem a

interferéncia do etanol.
2.5. Coleta de sangue e andlises sanguineas

Amostras de 1 mL de sangue foram coletadas por pun¢do da veia caudal utilizando
seringas de 3 mL, agulhas 27Gx'2, rinsadas com o anticoagulante EDTA (4cido
etilenodiaminotetraacético) a 10% e armazenadas sob refrigeracao a 8 °C. Os peixes nao
foram anestesiados, contudo o tempo de coleta foi inferior a 1 minuto. O sangue total foi
destinado a realizacdo do hematécrito (Ht - %), determinado pelo método de
microhematdcrito com uso de tubo capilar e centrifuga de microhematdcrito com rotagao de
3000 rpm durante 5 minutos; contagem de eritrécitos (RBC — nimero de eritrécitos/uL)
realizada em cimara de Neubauer® com diluicdo em solu¢do de Natt e Herrick (1952);
concentracdo de hemoglobina ([Hb] — g/dL) determinada pelo método colorimétrico da
cianometahemoglobina em espectrofotometria (BIOPLUS 2000) utilizando kit comercial
(Doles®, Goids, Brasil). Os indices hematimétricos Concentracio de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM - %), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM — pg) e Volume
Corpuscular Médio (VCM - fL) foram calculados a partir dos valores de Ht, RBC e [Hb],
segundo Wintrobe (1934). O plasma sanguineo obtido por centrifugacdo do sangue total foi
destinado a andlise da bioquimica sérica. Neste caso, a glicose plasmatica (mg/dL) foi
analisada pelo método enzimatico-colorimétrico glicose oxidase (kit Doles®, Goias, Brasil) e
as proteinas plasmaticas totais (PPT — g/dL) pelo método de biureto (kit Human do Brasil®).

Essas andlises foram realizadas em espectrofotdometro UV/Visivel (BIOPLUS 2000).
2.6. Andlise da dgua durante o periodo de exposicdo

O monitoramento da qualidade da 4gua foi realizado antes (basal) e apds os
experimentos de exposi¢do, sendo medido o oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade
(YSI, modelo 85/10) e pH (YSI, modelo 60/10). Amostras de dgua foram coletadas em
frascos de 500 mL e armazenadas em refrigeracdo para andlise colorimétrica das
concentracdoes de amonia total (mg/L) (Verdouw et al., 1978) e de nitrito (mg/L) (Boyd e
Tucker, 1992). As leituras de absorbancia foram obtidas com auxilio de espectrofotometro
UV/Visivel (BIOPLUS 2000). A alcalinidade total e a dureza total (mg CaCOs /L) foram

analisadas por titulacdo descrita por Boyd e Tucker (1992). Esse método é baseado na
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titulacdo da amostra com uma solu¢do de H,SO4 na presenca de indicador metil-laranja. A
determinac¢do da dureza da 4gua foi realizada com indicador eriocromo-negro, mantendo-se o
pH da amostra constante por meio de uma solucdo tampao de NaOH para posterior titulagdo
com uma solucdo de EDTA. O gés carbdnico (mg/L) foi analisado segundo Boyd e Tucker
(1992) modificado, utilizando seringas de 10 mL, para evitar o contato das amostras de dgua

com o ar, e foi utilizada fenolftaleina como indicador e carbonato de sédio como titulante.

2.7. Andlises estatisticas

Os parametros sanguineos dos tambaquis expostos ao praziquantel foram comparados
mediante andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores (tempo de exposicao e concentragdes
de praziquantel). Os dados foram previamente testados para normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando necessdrio, os dados foram transformados em arco coseno ou logaritmo.
Os parametros sanguineos dos tambaquis expostos ao etanol em cada tempo de exposicao, e
os parametros da dgua foram comparados mediante andlise de variancia (ANOVA) de um
fator. Foi utilizada andlise ndo paramétrica (teste de Kruskal-Wallis) para os dados de [Hb] no
experimento de 0,5 horas de exposicdo ao etanol devido os dados ndo apresentarem
distribuicao normal. Para todas as andlises realizadas foi utilizado o Teste de Tukey quando
houve resultados com diferencas significativas. Ambas as andlises foram realizadas a 5% de

probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito do praziquantel sobre pardmetros hematologicos e bioquimicos do tambaqui

De acordo com as andlises estatisticas, diferentes concentragdes de praziquantel
administradas em diferentes tempos de exposi¢do ndo alteraram os valores de Ht, RBC, VCM
e CHCM. Todavia, diferengas significativas foram detectadas para a [Hb], HCM, glicose
plasmidtica e proteinas plasmaticas totais (Figuras 1 e 2; Anexo 1).

As concentragdes de Hb dos peixes, com ou sem praziquantel, sofreram variagdes de
acordo com o tempo de exposi¢cdo, onde os peixes mantidos por 24 horas apresentaram uma

diminuig¢ao significativa (p < 0,001), sendo o menor valor médio observado naqueles expostos
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a banhos com 50 mg/L (Figura 1). O mesmo padrio foi observado para a HCM (p < 0,001)
(Figura 1).

A glicose plasmatica foi o parametro analisado mais sensivel aos efeitos do
praziquantel no tambaqui. Houve diferenca significativa (p < 0,001) na glicemia dos peixes
expostos as maiores concentracdes de praziquantel (25 e 50 mg/L) (Figura 2). O tempo de
exposicdo influenciou significativamente a glicemia dos peixes, nas duas maiores
concentracoes testadas, cujos valores médios de glicose foram mais elevados em 1 e 24 horas
de exposicao.

A concentragcdo de proteinas plasmadticas totais dos exemplares de tambaquis ndo foi
influenciada pela exposicdo dos animais ao praziquantel, entretanto, foi observada uma
relacdo entre os diferentes tempos de experimento, cujos valores mais elevados foram obtidos
nos diferentes tratamentos, com ou sem praziquantel, em 24 horas (p < 0,001).

Nao foi observada mortalidade dos peixes durante 0,5 e 1 hora de banho com
diferentes concentracdes de praziquantel. Entretanto, em 24 horas de exposi¢do, trés
individuos expostos a 50 mg/L de praziquantel morreram. As alteracdes comportamentais
observadas para os individuos expostos a esta concentracdo, independente do tempo total de
exposicdo, iniciaram apds 15 minutos. Foram observadas hiper-excitacdo, natacdo erratica e
com ventre para cima, redu¢do na habilidade em manter o equilibrio, diminuicdo dos
movimentos operculares e aumento dos I4bios inferiores, um sinal caracteristico de
hipéxia/hipoxemia. Ao final das 24 horas, alguns peixes estavam proximos a superficie com o
ventre voltado para cima e os movimentos operculares reduzidos. Apesar desses sintomas, 0s
animais se recuperaram imediatamente apds serem transferidos para tanques com 4gua limpa
e alimentaram-se normalmente nos dias posteriores. Nos peixes, logo apds a exposicdo as
maiores concentragdes de praziquantel, observou-se aumento da intensidade de coloracdo da

pele (Figura 3).
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Figura 1. Hematdcrito (Ht), concentracdo de hemoglobina total ([Hb]), nimero de eritrécitos (RBC),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) de Colossoma macropomum expostos por 0,5, 1 e 24 horas a
diferentes concentragdes de praziquantel. N = 18 peixes por concentracdo para cada tempo de

exposicdo, com exce¢do em 50 mg/L devido a mortalidade de 3 peixes.
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Figura 2. Niveis de glicose plasmadtica e proteinas plasmaticas totais de Colossoma macropomum
expostos por 0,5, 1 e 24 horas a diferentes concentragdes de praziquantel. N = 18 peixes por
concentracdo para cada tempo de exposicdo, com excecdo em 50 mg/L devido a mortalidade de 3

peixes.



31

(A)

©

Figura 3. Tambaquis Colossoma macropomum (32,9 + 4,7 g) do grupo controle (A) e durante
experimento de exposi¢do a 50 mg de praziquantel/L (B, C e D), onde sinais de toxicidade foram
observados: natagdo descoordenada e com o ventre para cima, reducdo na habilidade em manter o
equilibrio, peixes deitados no fundo do aqudrio (B e C) e, respiracdo na superficie aquitica (RSA) com
formagdo de labios (—) (D). Observar a coloracdo da pele mais escura nos peixes expostos ao

praziquantel (B, C e D) em comparacdo aqueles do controle (A).
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3.2. Efeito do etanol sobre os pardmetros sanguineos de tambaqui

Com excec¢ao do aumento de Ht e [Hb] dos peixes expostos por 1 hora a 125 uL/L de
etanol em relacdo aqueles do controle, as demais concentracdes deste produto e os tempos de
exposicdo ndo alteraram os parametros sanguineos de tambaquis (Tabela I). Durante o
experimento, ndo foram observadas alteracdes de comportamento nem mortalidade dos

peixes.



Tabela I. Parametros sanguineos de tambaquis Colossoma macropomum (33,1 + 7,2 g) expostos a diferentes concentragdes de etanol. Médias + desvio

padrio.

Tempo de Parametros Concentracoes de etanol

exposicao (n=6) 0 uL/L 30 uL/L 60 uL/L 125 u/L 250 uLL/L 500 uL/L

0,5horas  Ht (%) 2042,43 23+3.46 25+4.27 22+4,90 20+1,72 23+3,47
Hb (z/dL) 5,7320,81 6,28+0,59 6,77+1,44 6,86+2,29 5,47+0,59 6,44+0,61
CHCM (%) 26,9+2,43 28,9+5,47 27,6+4,61 30,8+5,50 27,6+3,09 28,0+2,30
Glicose (mg/dL) 62,35+11,93 59,56210,84 63,38211,72 49,2043 27 5821£10,90  56,90%5,17
PPT (g/dL) 2,6+0,58 2,9+0,46 3,240,36 2,9+0,48 2,8+0,26 2,9+40,29

1 hora Ht (%) 20+3,09* 20+4,23 22+3,17% 262,46 23+4,01° 22+1,82°
Hb (g/dL) 6,15+1,01°" 5,59+0,52° 6,02+1,09°" 7,8320,83" 647125 5,68+0,98"
CHCM (%) 31,124,39 29,6+3,78 28,0+4,09 29,7+1,35 28,7+1,63 26,3+2,70
Glicose (mg/dL) 54,92+5,42 50,10+7,13 58,84+12,73 56,12+4,91 61,3048,11 58,99+10,97
PPT (g/dL) 2,8+0,69 2,6+0,26 2,6+0,28 3,020,18 3,120,30 2,740,35

24 horas Ht (%) 172,04 181,48 213,83 192,04 171,41 172,35
Hb (2/dL) 5,510,59 5,670,79 6,42+1 34 5,22+0,40 5,48+0,44 5,01+0,87
CHCM (%) 32,0+1,71 30,942,25 30,4+1,02 28,0+3,74 31,943,02 29,4+2,90
Glicose (mg/dL) 54,94+18,43 57,4749,32 56,75+3,53 48,87+6.47 66,93£16,75  64,85+20,59
PPT (g/dL) 23024 2,3+0,23 2,4320,35 2,4+0,17 224023 2,140,43

Letras diferentes na mesma linha indicam médias significativamente diferentes dentro do mesmo tempo de exposicao (p< 0,01).
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3.3. Qualidade da dgua

Em geral, os valores médios dos parametros analisados mostraram-se praticamente
homogéneos entre os diferentes tratamentos com praziquantel, assim como nos diferentes
tempos de exposicdo ao farmaco (Tabelas II a IV e V). Entretanto, algumas diferencas
significativas foram observadas entre esses valores e aqueles dos tanques de manutencio
(basal). Em 0,5 horas foram observadas diferencas significativas na temperatura da dgua dos
aquérios do controle e de 25 mg/L de praziquantel em relacdo ao basal (p < 0,05), e na
condutividade elétrica de todos os aqudrios experimentais com relacdo ao basal (p < 0,001)
(Tabela II). No experimento com 1 hora de exposi¢do houve diferencas significativas no
oxigénio dissolvido de todos os aquarios experimentais com relacdo ao basal (p < 0,001). A
mesma diferenca foi observada para o pH (p < 0,05) e para a amdnia téxica (p < 0,001)
(Tabela III). Para o experimento de 24 horas, diferencas significativas foram observadas em
todos os aqudrios experimentais com relacdo ao basal para condutividade elétrica (p < 0,001),
gdas carbonico (p < 0,0001), amoénia total (p < 0,0001) e amonia téxica (p < 0,001). Os valores
de oxigénio dissolvido e nitrito foram significativamente diferentes (p < 0,05) no controle,
com relacdo aos demais tratamentos e o basal (Tabela IV). Ao final dos experimentos, pode-
se observar na dgua dos aqudrios a presenca de um material viscoso, que parecia ser formado
por muco de peixe e praziquantel (Figura 4). No experimento de exposi¢do ao etanol ndo
foram observadas variacdes significativas nos parametros fisicos e quimicos da dgua (Tabela

V).
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Tabela II. Pardmetros fisicos e quimicos da dgua dos aqudrios durante 0,5 horas de exposi¢do de

tambaquis Colossoma macropomum a diferentes concentracdes de praziquantel e do basal (antes do

experimento). Valores expressos em média + desvio padrio.

Concentracdes de praziquantel (mg/L)

Parametros basal 0 3,12 6, 25 12, 5 25 50
Oxigénio 6,88+0,00 6,612035  6,65£027 6,620,21 6,850,11 6,29+0,66  6,85+0,05
(mg/L)

Temperatura 2524000 2637+0,12°  26,13£0,50™ 26,17+0,51*"  26,17+0,12* 26,4320,49" 26,13+0,31*"
“C*

Condutividade 2524000 21304044 22,13£1,45"  21,9020,70" 22,37+0,58"  22,93x1.27" 22.27+0,81"
(uS/ cm®) **

pH 700,00  7,3820,10  7,20%0,13 7,44+0,02 7,34+0,08 7294021  7,24+033
Alcalinidade total ~ 1,65£0,00  1,47+0,32  1,65£0,00 1,83+0,32 1,65+0,00 1,83:0,32  1,83+0,32
(mg CaCO; /L)

Dureza total 1,0£0,00  1,0+0,00 1,340,29 1,0£0,00 1,0+£0,00 1,0£0,00 1,50,00
(mg CaCO5/L)

Co, 10,040,00  7,5042,18  7,00+2,65 8,33+2,93 10,0+1,53 8,3342,08  7,83+1,89
(mg /L)

Aménia total 0,523£0,00 0442+0,11  0336+0,09  0,47020,13  0,496+0,07  0,52240,11 0,496+0,05
(mg /L)

Aménia téxica 0,0024£0,00 0,007+£0,003 0,003£0,001  0,007£0,002  0,007+0,002  0,006+0,002 0,006+0,004
(mg /L)

Nitrito 0,002£0,00 0,000£0,00  0,00120,00  0,001£0,00  0,001£0,00  0,002+0,00 0,00120,00
(mg /L)

Letras diferentes na mesma linha indicam médias significativamente diferentes (*p<0,05 e **p<0,001).

Tabela III. Parametros fisicos e quimicos da dgua dos aqudrios durante 1 hora de exposicao de

tambaquis Colossoma macropomum a diferentes concentracdes de praziquantel e do basal (antes do

experimento). Valores expressos em média + desvio padrdo.

Concentracoes de praziquantel (mg/L)

Parametros basal 0 3,12 6, 25 12,5 25 50
Oxigénio 8,13+0,00°  7,6120,07° 7,5120,11" 7,710,10° 7,56+0,17" 7,69+0,18"  7,69+0,18"
(mg/L) **

Temperatura 26,640,00 2744026 2724035  27,3+025 27,3+0,35 2714040  27,4+0,10
°O

Condutividade 20,140,00  20,4+0,56  20,5+0.85  20,5+0,66 20,5+1,33 20,5+1,33  20,4+1,02
(uS/ cm®)

pH * 7,0£0,00°  6,4+0,06"°  6,540,14>  6,5+0,06 6,5+0,12" 6,640,12°  6,420,07°
Alcalinidade total  1,65+0,00  1,65£0,00  1,65+0,00  1,65+0,00 1,65+0,00 1,6540,00  1,65+0,00
(mg CaCO; /L)

Dureza total 1,0+0,00 1,0+0,00 1,3+0,00  1,0£0,00 1,0£0,00 1,5+0,00 1,0+0,00
(mg CaCO;/L)

Co, 10,040,00  1025£0,00 7.6742,52  7.67+2,52 10,0+0,00 8,33+2,89  7,672,52
(mg /L)

Ambnia total 0,52320,00  0,44620,04  0,528+0,07  0,491%0,06 0,599+0,16  0,463+0,11  0,46320,11
(mg /L)

Aménia téxica 0,003£0,00  0,00120,00° 0,00120,00°  0,00120,00°  0,00120,00° 0,001+0,00® 0,001+0,00"
(mg /L) **

Nitrito 0,00240,00  0,002+0,00  0,003+0,00 0,002:0,00 0,00320,00 0,003£0,00  0,0030,00
(mg /L)

Letras diferentes na mesma linha indicam médias significativamente diferentes (*p<0,05 e **p<0,001).
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Tabela IV. Parametros fisicos e quimicos da dgua dos aqudrios durante 24 horas de exposi¢do de

tambaquis Colossoma macropomum a diferentes concentracdes de praziquantel e do basal (antes do

experimento). Valores expressos em média + desvio padrio.

Concentracoes de praziquantel (mg/L)

Parametros basal 0 3,12 6, 25 12, 5 25 50
Oxigénio 6,94+0,00° 5,1620,67°  7,80+0,20 6,68+0,28" 6,264025*  6,32+0,02  4,90+0,54"
(mg/L) *

Temperatura 2634000 2644028  26,1+0,36 26,0+0,35 26232021  262%0,36 26,3+0,10
°C)

Condutividade 20,4+0,00° 16,0¢2,11°  16,620,55" 15,6+0,49° 15,8+0,59°  17,040,15°  17,3+0,67°
(uS/ em?) #*

pH 6,94+0,00 6,25+021  6,41+0,18 6,52+0,34 6,26£0,24  6,46+0,08 6,160,57
Alcalinidade total ~ 1,65£0,00  1,65£0,00  1,65%0,55 1,83+0,64 1,6540,64  1,830,55 1,83+0,64
(mg CaCO; /L)

Dureza total 1,0£0,00  1,0+0,00 1,3+0,00 1,0+0,00 1,0+0,00 1,0+0,00 1,5+0,29
(mg CaCOs/L)

CO, % 5,0+0,00°  16,67+2,89" 13,6720,05°  13,33+2,89"  15,0£0,00°  14,83+0,29"  18,67+2,31"
(mg /L)

Aménia total 0,497+0,0* 0,07720,05° 0,157+0,12°  0,083+0,04"  0,0540,01° 0,054+0,02°  0,043+0,02"
?mﬁflii)a téxica 0,002+0,0*  0,000£0,00° 0,000+0,00°  0,001+0,00°  0,000£0,00° 0,000£0,00°  0,001+0,00"
mg

Nitrito 0,003£0,00% 0,069+0,00° 0,013+0,00°  0,025+0,01>  0,02940,0® 0,012+0,00®  0,014+0,00®
(mg /L) *

Letras diferentes na mesma linha indicam médias significativamente diferentes (*p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001).

Tabela V. Parametros de monitoramento da qualidade da 4gua dos aquérios durante o experimento

com tambaquis Colossoma macropomum expostos por 0,5, 1 e 24 horas a concentracdes de etanol.

Valores expressos em média + desvio padrdo. Os valores de amodnia toxica foram < 0,000 para todos

oS tratamentos.

Tempos de exposicao (horas)

Parametros
basal

Oxigénio (mg/L) 6,90+0,00
Temperatura (°C) 25,8+0,00
Condutividade (pS/cm3 ) 19,2+0,00
pH 6,90+0,00
Alcalinidade total (mg CaCO5/L) 1,10+0,00
Dureza total (mg CaCO5/L) 1,50+0,00
CO; (mg/L) 16,5+0,00
Amonia total (mg/L) 0,369+0,00
Nitrito (mg/L) 0,002+0,00

0,5
6,9+0,37
25,6+0,56
16,0£2,11
6,15+0,50
1,70+0,18
1,71£0,30
15,0£0,00
0,152+0,16
0,007+0,009

1
6,8+0,65
25,740,54
16,6+0,55
6,14+0,29
1,56+0,29
1,65+0,36
15,0+0,00
0,164+0,11
0,005+0,006

24
5,6+0,74
25,440,28
15,6+0,49
7,13+0,78
1,64+0,44
1,74+0,21
15,0+0,00
0,220+0,329
0,016+0,011
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Figura 4. Material viscoso formado por um complexo de muco de peixe e praziquantel (‘“white cloudy

appearence”) em aqudrio do experimento com 50 mg/L. em 24 horas de exposi¢ao.

4. DISCUSSAO

Em bioensaios laboratoriais, ¢ comum o acompanhamento da qualidade da dgua dos
tanques experimentais, pois a variacdo em um dos parametros fisicos e quimicos pode
interferir nos resultados (Oliveira, 2008). Nos experimentos realizados neste trabalho todos os
parametros analisados, mesmo aqueles que apresentaram diferencas significativas entre tempo
e tratamentos distintos, ainda se encontraram dentro dos valores de normalidade para peixes
de cultivo (Kubitza, 2003; Arana, 2005), com exce¢dao dos parametros alcalinidade total,
dureza total e gis carbonico.

Embora a alcalinidade total e a dureza total estejam abaixo do recomendado (ideal >
40 mg CaCOs/L, segundo Kubitza, 2003), o habitat natural da espécie estudada possui baixas
concentracdes de fons e bases tituldveis na dgua (Aradjo-Lima & Goulding, 1998; Brandao et
al., 2004). No mesmo sentido, embora os valores de gis carbonico no experimento de 24
horas estejam elevados (ideal < 10 mg/L, segundo Kubitza, 2003), experimentos tém
mostrado que peixes sob condicdes de cultivo podem tolerar concentragdes de CO, dissolvido
numa faixa de 15 a 20 mg/L sem haver alterac¢des significativas nos parametros fisioldgicos
analisados (Wedemeyer, 1996). Portanto, é pouco provdvel que a qualidade da 4gua do
presente trabalho possa ter desencadeado um efeito negativo nas respostas fisiolgicas do

tambaqui.



38

A presenca do material viscoso na dgua dos aqudrios apds 24 horas de exposi¢do ao
praziquantel corroborou os resultados obtidos por Stephens et al. (2003), ao testar 2 mg/L de
praziquantel em G. hebraicum por 36 horas para controlar monogendides (Haliotrema
abaddon). Nesse estudo, os autores observaram que, ao final do experimento, a dgua do
aqudrio apresentava um componente branco, o qual foi denominado ‘“white cloudy
appearence”. Esta denominacdo foi utilizada para descrever um sintoma clinico de peixes
quando apresentam aumento na produc¢do de muco corporal (Noga, 2000). A relagdao do
aumento na produc¢do de muco pelo peixe com o incremento dos indices de amonia total na
agua foi relatada por Stephens ef al. (2003) e Oliveira (2008), no entanto, no presente estudo
nao foram encontradas elevacdes significativas nos niveis de amonia total na dgua.

A avaliacdo de indicadores fisiologicos tem sido importante ferramenta para o
entendimento dos processos adaptativos dos peixes (Heath, 1995; Wedemeyer, 1996). A
utilizacdo dos parametros sanguineos demonstrou sensibilidade em detectar tanto alteragdes
fisiolégicas dos peixes para manter a homeostase frente a exposi¢do a diversos
quimioterdpicos (Urbinati e Carneiro, 2004; Borges et al., 2007; Sudova et al., 2008), quanto
detectar acOes deletérias destes compostos sobre as células e 6rgdos dos peixes (Heath, 1995;
Affonso et al., 2002; Costa et al., 2004). Dessa forma, € preciso distinguir se as alteracdes
apresentadas pelos peixes, no presente estudo, sdo respostas fisioldgicas frente ao estresse de
exposicdo ao praziquantel ou ao bioensaio, ou € conseqiiéncia dos efeitos provocados pelo
farmaco no organismo do animal.

Os resultados de exposicdo dos tambaquis ao etanol indicaram que este solvente nao
interfere na fisiologia do tambaqui e, portanto, pode ser empregado na diluicdo do
praziquantel. Da mesma forma, Stephens et al. (2003) e Mitchell e Hobbs (2007) ndo
observaram efeito do dlcool isopropilico sobre G. hebraicum e do etanol 70% em G. shiners e
G. carp, respectivamente.

No presente estudo, o nimero de eritrocitos de tambaquis expostos ao praziquantel
ndo variou significativamente, tanto em relacdo as concentracOes testadas quanto aos
diferentes tempos de exposicdo. O mesmo pdde ser constatado pelas porcentagens de
hematdcrito. Em geral, os parametros que determinam a quantidade de oxigénio transportada
por volume de sangue sdo o nimero de eritrdcitos circulantes, a concentragdo de hemoglobina
no interior dos eritrdcitos, a capacidade da hemoglobina em se ligar ao oxigénio (propriedades
moduladas pelo ambiente intra-eritrocitirio) e a pressdo parcial de oxigénio intravascular
(Gallaugher e Farrell, 1998; Nikinmaa, 2006). A auséncia de variagdes significativas nos

valores de Ht e RBC nos tambaquis do presente estudo € contraria aos resultados encontrados
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em truta Oncorhynchus mykiss expostas ao peréxido de hidrogénio (100 e 500 mg/L por 20
minutos) (Powell e Perry, 1997); tildpia Oreochromis niloticus L. apds tratamento com uma
mistura de formalina, verde malaquita e azul de metileno (Yildiz e Pulatsu, 1999); pacu
tratados com mebendazol (Martins et al., 2001) e alimentados com ragdo contendo
praziquantel e albendazol (Onaka et al., 1998); linguado Paralichthys olivaceus apés banhos
com formalina (100, 212 e 300 ppm por 3 horas) (Jung et al., 2003); e mesmo em carpa
exposta ao praziquantel (Sudova et al., 2008).

Ao contrdrio, foi observada acentuada diminui¢do na concentragdo de Hb nos
tambaquis com o aumento no tempo de exposi¢do ao praziquantel, caracterizando um quadro
de anemia e indicando comprometimento na capacidade de transporte de oxigé€nio nessas
condicdes experimentais (Figura 1). Esses resultados corroboram aqueles obtidos para carpas
alimentadas com racdo contendo 30 e 50 mg/kg de praziquantel (Sudova et al., 2008), sob
exposicdo a cipermetrina (Dorucu e Girgin, 2001); e Monopterus albus expostos por 96 horas
ao endosulfan (Siang et al., 2007). No entanto, sdo contrdrios aos resultados descritos para
tambaquis expostos por até 120 minutos a diferentes concentragdes de mebendazol (Chagas et
al., 2006); por 24 e 48 horas ao herbicida Rondup® (Porto, 2005); por 48 horas a crescentes
concentracdes de sulfato de cobre (Ferreira, 2006); e para pacus expostos ao mebendazol
(Martins et al., 2001).

A diminui¢do na [Hb], ao longo do tempo de exposi¢do, poderia sugerir aumento da
intensidade do efeito do praziquantel quando se aumenta o tempo de exposicdo ao farmaco,
provavelmente por levar a inibicdo da sintese de hemoglobina pelos eritrécitos, por
deficiéncia de ferro, ou formagdo de metahemoglobina, assim como descrito por alguns
autores (Heath, 1995; Powell e Perry, 1997; Affonso et al., 2002; Jung et al., 2003; Avilez et
al., 2004; Costa et al., 2004). Contudo, como os peixes controle também apresentaram
diminuicdo na [Hb], é provavel que a situagdo descrita tenha influéncia, devido ao
confinamento e privacdo alimentar, condi¢cdes do bioensaio que, podem ser uma fonte
geradora de estresse ocasionando a deplecdo da hemoglobina (Affonso et al., 2002). A
diminui¢do da HCM associada ao aumento no tempo de exposi¢do vem corroborar com os
resultados obtidos para a [Hb] (Figura 1). Quanto a CHCM, mesmo observando-se tendéncia
na diminui¢do de sua concentragdo em 24 horas de exposi¢cdo ao praziquantel, atribui-se a ndo
alteracdo significativa deste parametro a também diminuic¢ao nos valores do Ht (Figura 1).

Embora Ht, RBC ¢ VCM ndo tenham apresentado diferencas significativas neste
estudo, destaca-se a diminui¢do do Ht, [Hb], HCM e VCM mais acentuada nos peixes

expostos a maior concentracdo de praziquantel (50 mg/L) por 24 horas. O decréscimo na
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[Hb], no VCM e no Ht € indicativo de eritropenia e hemdlise intravascular segundo Sudova et
al. (2008), ou transtornos no tecido eritropoiético causados pelo produto de exposi¢do
(Dorucu e Girgin, 2001). Respostas prejudiciais a homeostase fisioldgica dos peixes também
foram descritas por Affonso (2000) e Siang et al. (2007).

Os niveis de glicose plasmdtica tém sido bastante utilizados como bons indicadores de
estresse em peixes teledsteos, e suas variacdes estdo relacionadas as respostas secunddrias do
estresse (Wedemeyer, 1996; Barton, 1997). A metodologia simples e de baixo custo t€ém sido
outro pré-requisito importante para sua aplicacdo nos estudos sobre estresse fisioldgico,
principalmente se comparada a analise do hormoénio cortisol, responsdvel pela resposta
priméria (Morgan e Iwama, 1997). Como a glicose € um importante combustivel celular,
varios mecanismos estdo envolvidos para garantir seu suprimento para tecidos dependentes,
como as células vermelhas, as células renais, dos 6rgdos reprodutores e do sistema nervoso
(Suarez € Mommsen, 1986). A ativagdo destes mecanismos € ainda mais importante em
situagcdes de emergéncia, como no estresse, quando € necessdria a pronta mobilizacdo deste
metabodlito (Benfey e Biron, 2000). Trés vias metabdlicas garantem a manutengdo das
concentracoes plasmaticas de glicose: 1) digestdo e absorcao de carboidratos pelo intestino; 2)
producdo no figado e no rim como resultado da glicogendlise e; 3) gliconeogénese a partir do
lactato, de aminodcidos e glicerol (Suarez e Mommsen, 1986).

Neste estudo, a glicemia foi importante parametro indicador dos efeitos do
praziquantel no tambaqui (Figura 2). Hiperglicemia foi observada nos peixes expostos as
maiores concentragdes de praziquantel, 25 e 50 mg/L, independente do tempo de exposi¢ao.
Isso é um indicio de que os peixes expostos a essas duas concentracdes de praziquantel
dispenderam mais energia para a manuten¢do de suas func¢Oes normais. Esses dados
corroboram a afirmacdo de Barton (1997) sobre a importancia da quantificagdo da glicose
plasmética no fornecimento de informa¢des complementares da severidade e da duracdo da
resposta do estresse. Os niveis de glicemia semelhantes dos animais expostos ao praziquantel,
tanto em 1 hora quanto em 24 horas, demonstram a capacidade maxima do animal em
produzir energia através da glicose. Em teledsteos, exceto as variagdes espécie-especificas, as
taxas de utilizacdo da glicose sdo correspondentes a taxas de produgdo, e o efeito
hiperglicémico causado pelas catecolaminas liberadas durante o estresse é fruto do aumento
tanto da gliconeogénese quanto da glicogendlise (Suarez e Mommsen, 1986). Affonso et al.
(2002) relataram o uso de glicogénio hepatico e muscular como fonte de energia em
tambaquis. Sendo assim, deve haver um limiar maximo de produ¢@o por meio das vias citadas

anteriormente.
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A possivel explicagdo sobre a similaridade entre os valores elevados de glicemia, em 1
e 24 horas de exposicao a 25 e 50 mg/L de praziquantel, é a utilizacdo de outras vias
metabdlicas, como, por exemplo, 0 metabolismo anaerdbico para o fornecimento de energia.
Tambagquis utilizam o lactato como fonte secunddria de energia, principalmente em condicdes
de hipoxia (Almeida-Val et al., 1993), em exposicdo ao d6leo de petréleo (Duncan, 1998) ou
ao sulfeto de hidrogénio (Affonso et al., 2002). Duncan (1998) e Affonso et al. (2002) relatam
que o uso do metabolismo anaerdbico em tambaqui, causado pela hipoxemia decorrente dos
produtos testados, € de extrema importancia para a sua sobrevivéncia sob tais situacdes de
estresse.

Na literatura, a concentracdo de glicose como indicador de estresse em peixes tem
demonstrado diferentes respostas em decorréncia do tipo de estimulo, do tempo de submissao,
da idade e da espécie estudada (Yildiz e Pulatsu, 1999; Tank et al., 2000; Gomes et al., 2003;
Aratjo et al., 2004; Porto, 2005; Borges et al., 2007; Hori et al., 2008). Exemplo disso sdo os
estudos sobre o efeito do praziquantel na fisiologia de C. carpio 24 horas apds a alimentagdo
com ragdo contendo este produto, cujos resultados demonstraram uma reducdo na glicemia
(Sudova et al., 2008). Contrariamente aos resultados do presente estudo, tambaquis, sob efeito
do mebendazol (Chagas et al., 2006) e do sulfato de cobre (Ferreira, 2006), ndo apresentaram
hiperglicemia, mesmo nas maiores concentragdes testadas.

Outro importante indicador da resposta ao estresse € a proteina plasmatica total, cujas
alteracdes podem ser usadas como indicativo de desbalan¢o osmético em funcdo do aumento
da permeabilidade dos capilares; desbalango nutricional; degradacdo protéica por enzimas
proteoliticas liberadas do endotélio de células destruidas por virus ou bactérias; disfungdo
hepdtica; estresse oxidativo ou lesdo tecidual causada pelo xenobidtico que levam a corrente
sanguinea fragmentos protéicos provenientes de enzimas degradadas ou tecidos lesados
(Stoskopf, 1993; Wedemeyer, 1996; Campbell, 2004; Val et al., 2004). Além disso, com a
dosagem associada de albumina (Noga et al., 1999), o aumento das proteinas plasmaticas
totais pode ser indicativo de hemoconcentracdo e muitas vezes uma diminui¢do do volume
plasmdtico pode mascarar uma anemia (Gallaugher e Farrell, 1998).

No presente estudo, os niveis de proteinas plasmaticas totais do tambaqui ndo foram
influenciados pelas diferentes concentracdes de praziquantel na dgua. Porém, em carpas
alimentadas com rac¢do contendo praziquantel (Sudové et al., 2008) e P. olivaceus apés
banhos com formalina (Jung et al, 2003), os niveis de proteinas totais diminuiram.
Entretanto, é possivel observar um aumento em 24 horas de experimento, independente da

presenca do praziquantel (Figura 2). Portanto, para avaliagdo dos efeitos do praziquantel na
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fisiologia de tambaqui, as proteinas plasmaticas ndo foram bons indicadores, embora tenha
fornecido informagdes sobre o efeito do tempo de exposicdo do animal em condicdes de
bioensaio.

Sintomas de toxicidade foram apresentados nos tambaquis expostos a 50 mg/L,
levando a morte de 17% dos individuos apds 24 horas de experimento, embora os demais
peixes tenham se recuperado apds a exposicdo ao farmaco. As alteragdes comportamentais
apresentadas pelos tambaquis no presente estudo se assemelham aquelas descritas para pacus
(£ 71,45 g) expostos a concentracdes de 50 a 500 mg/L de praziquantel (Onaka et al., 2003).
Um fato que chamou atencao neste estudo foi a formacgdo de ldbios nos tambaquis expostos a
concentragdo de 50 mg/L.

Em condi¢des de hipoxia ambiental, é comum o inchaco do ldbio inferior em
tambaqui, cuja finalidade é formar um funil para passar a fina camada da superficie da dgua
rica em O, através da boca, melhorando sua capacidade de trocas gasosas nas branquias, um
mecanismo denominado respiracdo na superficie aquatica (RSA) (Val e Almeida-Val, 1995;
Val e Honczaryck, 1995; Sundin et al., 2000). Contudo, Florindo et al. (2006) sugeriram que
a formagdo de ldbios em tambaqui também pode ser um efeito direto da diminuicdo de
oxigénio tecidual (hipoxemia). Estas informacdes conduzem a hipétese de que o praziquantel
estd envolvido com algum mecanismo que desencadeia hipoxemia, j4 que os experimentos
foram conduzidos em normoxia ambiental. Além disso, independente dos resultados obtidos
para a [Hb], cujos valores foram mais baixos principalmente em peixes expostos por 24 horas
(Figura 1), a formagdo de ldbios nos tambaquis ocorreu em todos os peixes expostos a 50
mg/L, independente do tempo de exposicdo. Heath (1995) destaca que efeitos patoldgicos,
como danos provocados a branquia, podem causar respostas fisiologicas em peixes expostos a
poluentes. Por exemplo, a necrose do epitélio branquial pode produzir reducdo na
permeabilidade das branquias ao oxigénio.

O aparecimento de diferencas na magnitude das respostas entre individuos de uma
mesma populacdo ou de espécies diferentes € conhecido como variacao bioldgica (Gilman et
al., 1980), além disso a idade, o tamanho e o grupo de animais selecionados podem
influenciar nestas respostas (Barton, 1997). A CLsy (concentracdo letal para 50 % da
populacdo) calculada para G. shiners de 1,3 ge G. carp de 9,1 g foi de 55,1 mg/L e 63,4 mg/L
para 24 horas de exposicdo, respectivamente (Mitchell e Hobbs, 2007). Todavia, C.
macropomum, de 28 a 38 g (presente estudo) e P. mesopotamicus com = 71,45 g (Onaka et
al., 2003) apresentaram sinais de toxicidade frente a exposi¢do e até mortalidade em

concentracdes menores que do estudo anterior, S0 mg/L. Isto indica que o praziquantel parece



43

ser mais toxico para tambaquis e para pacus, espécies da mesma familia, que para as duas
espécies de ciprinideos estudadas.

Sabe-se que o mecanismo de a¢do do farmaco sobre parasitos estd associado com a
habilidade em inibir a bomba de Na+/K+, aumentando a permeabilidade da membrana do
helminto, principalmente ao cdlcio, o que leva a intensificagdo da atividade muscular, seguida
por contraciio e paralisia espastica (Burka et al., 1997; Stephens et al., 2003; Fajer-Avila et
al., 2007). Embora, ainda nao tenham sido descritos os mecanismos de acdo do praziquantel
sobre organismos nao-alvo como os peixes, ja se tem conhecimento sobre as alteragdes
metabdlicas, fisiolégicas e estruturais, como a inibi¢do da atividade de enzimas ATPase em
orgdos vitais de peixes expostos a contaminantes (Wedemeyer, 1996), além de alteracdes nas
células epiteliais dos tibulos renais compativeis com edema provocados pela exposi¢cao de G.
hebraicum ao praziquantel (Stephens et al., 2003).

Durante os experimentos com praziquantel, foram observadas mudangas na coloragao
da pele dos tambaquis. Isto pode ser explicado pelo fato que a pigmentagcdo por melanina na
pele dos peixes, que tem controle neuroenddcrino, possa ser afetada por hormonios como a
epinefrina. Quando o peixe estd doente ou diante de uma situacdo de estresse, manter a
colora¢gdao normal do corpo é menos importante que manter a homeostase das fungdes vitais

(Noga, 2000).

5. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o anti-helmintico praziquantel nas concentracdes de 25 e
50 mg/L, independente do tempo de exposicdo, alteram a homeostase fisioldgica dos
tambaquis, podendo causar até a morte dos animais. Além das alteracdes nos parametros
sanguineos, o comportamento dos animais foram indicios dos sintomas de toxicidade
causados pelo farmaco. Os resultados deste estudo também corroboram a hipdtese de que a
respiracdo na superficie aquatica, com formacao de ldbios em tambaqui, pode ser estimulada
pela diminuic@o de oxigénio tecidual (hipoxemia), independente do oxigénio na dgua.

Em vista da recuperacdo das fungdes normais dos tambaquis observada apds a
exposicao ao praziquantel, sugere-se uma avaliacdo hematoldgica dos peixes apos o banho, a
fim de avaliar se as alteragdes encontradas retornam a homeostase fisioldgica.

Além dos parametros hematolégicos, outras andlises podem contribuir para melhor

entendimento sobre os efeitos téxicos do praziquantel, tais como: andlise sistemdtica de
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comportamento, andlises histologicas das branquias, dosagem de metahemoglobina, outras
analises bioquimicas como dosagem de fons CI', Na* e K, enzimas hepdticas como ALT e

AST, expressdo de genes, dentre outros.
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ANEXO 1
Tabela VI. Parimetros sanguineos de tambaquis Colossoma macropomum expostos por 0,5, 1 e 24 horas a diferentes concentracdes de praziquantel.
Meédias + desvio padrdo, seguido na ultima linha, dos valores de p gerados na andlise de varidncia (ANOVA) de dois fatores. [PZQ] = concentragdes de

praziquantel; VCM = volume corpuscular média; CHCM = concentracdo de hemoglobina crepuscular média; PPT = proteinas plasmadticas totais.

Parametros
[PZQ] Hematécrito  Hemoglobina Eritrécitos VCM CHCM HCM Glicose PPT
(N=18) (%) (g/dL) (x10° cél/uL) (fL) (%) (e/dL) (mg/L) (g/dL)
0,5 horas
Controle 29+5 11,270,884 1,40+0,21 207,38+30,71 40,07+6,79 81,57+8,77 56,70+12,46 2,41+0,46
3,12 mg/L 2743 10,93+1,14 1,34+0,23 208,68+40,40 40,54+6,66 83,60%16,11 66,91+12,14 2,57+0,51
6,25 mg/L. 2943 11,60£1,26 1,4620,31 203,73+31,78 40,10+4,37 81,81+15,65 65,14+18,72 2,53+0,33
12,5 mg/LL 2543 10,41+1,35 1,30+0,18 196,54+25,50 41,26+6,37 83,17£15,42 70,37+11,32 2,62+0,33
25 mg/L 2043 12,26+1,44 1,54+0,21 187,53+£26,20 43,03+6,48 86,22+24,09 81,59+17,39 2,54+0,39
50 mg/L 2943 11,57+1,65 1,44+0,23 206,22+36,97 39,99+5,79 82,14+16,51 81,87+19,34 2,71+£0,27
1 hora
Controle 28+2 11,26x1,76 1,69+0,26 168,30+£27,15 40,38+4,20 68,29+15,26 75,94+14,34 2,50+0,31
3,12 mg/L 263 10,19+1,66 1,54+0,29 172,70+£26,31 39,36+4,28 67,12+8,99 81,97+19,11 2,40+0,45
6,25 mg/L. 272 10,30+1,67 1,50+0,15 179,45+22,09 39,08+3,88 69,28+12,83 84,02+17,98 2,51+0,51
12,5 mg/LL 262 10,83+1,40 1,54+0,23 170,50+21,83 41,81+£3,91 71,24+11.03 91,19£17,02 2,31+0,35
25 mg/L 272 11,21+£1,58 1,69+0,27 162,85+21,37 41,6245,13 67,28+8,51 118,38+29,61 2,35+0,38
50 mg/L 262 11,40+1,34 1,49+0,27 179,24+32,52 43,86+5,93 73,49422,71 160,06+21,34 2,24+0,28
24 horas
Controle 275 8,69+1,15 1,47+0,38 189,11+42,38 33,40+6,97 61,55+12,32 63,07£17,72 2,81+0,30
3,12 mg/L 265 8,98+1,71 1,48+0,45 194,05+£67,93 35,7249,91 64,22+15,02 57,24+11,39 2,97+0,24
6,25 mg/L 264 8,42+1,36 1,45+0,42 196,31+64,32 32,61+7,10 56,45+20,53 61,57+11,35 2,79+0,38
12,5 mg/LL 2743 8,69+1,41 1,42+0,24 196,56+43,95 32,80+7,39 62,39+11,79 63,24+13,81 2,79+0,38
25 mg/L 2944 9,45+1,44 1,60+0,37 194,71+64,22 33,64+8,17 62,26+19,93 124,75+18,41 3,03+0,27
50 mg/L. 2443 7,31x1,14 1,58+0,30 159,45+43,73 32,69+10,20 47,79+10,62 147,51£29,53 2,48+0,31
Tempo 0,6070 < 0,0001 0,7812 0,6238 0,1496 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Concentragao 00,6249 0,0019 0,6653 0,9047 0,7318 0,8742 < 0,0001 0,3841
TxC 0,0287 0,0003 0,7658 0,4654 0,2350 0,0263 < 0,0001 0,1382
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CAPITULO 2

Praziquantel no controle de parasitas monogenoides (Plathyhelminthes: Monogenoidea)

de tambaquis Colossoma macropomum

RESUMO

A falta de um manejo adequado nas pisciculturas tem sido um dos motivos para o
aparecimento de doencas parasitdrias, causadas, principalmente, por monogendides, que
produzem sinais clinicos como anorexia, inflamagdo das lamelas branquiais, asfixia e até a
morte do animal. O controle e a prevencdo destes parasitos parecem dificeis de serem
alcancados, pois, muitas vezes, os tratamentos podem ser ineficazes ou podem causar algum
dano aos peixes. O anti-helmintico praziquantel foi testado neste estudo com o objetivo de
avaliar sua eficdcia no controle de monogendides de tambaquis, Colossoma macropomum.
Foram testadas 5 concentragdes de praziquantel: 0; 6,25; 12,5; 25 e 35 mg/LL em banhos de
longa duracdo (24 horas) e avaliados os parametros indicadores de estresse: hematocrito (Ht),
nimero de eritrcitos (RBC), concentracao de hemoglobina ([Hb]), indices hematimétricos
(VCM, HCM e CHCM), glicose plasmadtica e proteinas plasmaéticas totais, e a carga
parasitdria dos peixes nos diferentes tratamentos O tratamento proporcionou diminui¢do da
carga parasitiria de todos os peixes tratados, contudo, a eficicia esteve abaixo de 60% na
maioria dos tratamentos, com excecdo de 12,5 mg/LL que obteve 61,8% de eficicia. Dos
parametros sanguineos analisados encontrou-se redu¢do na CHCM de acordo com o aumento
das concentragdes de praziquantel testadas e incremento na [Hb] nos peixes expostos a 25
mg/L. Além disso, alteracdes hematoldgicas compativeis com estresse como a linfopenia,
monocitose, neutrofilia e hiperglicemia, foram encontradas nos peixes expostos as maiores
concentracoes do farmaco. Os resultados indicaram que as menores concentracdes de
praziquantel testadas desencadearam menores alteragdes nos indices hematoldgicos, embora

as eficacias obtidas tenham sido baixas.

Palavras-chave: eficécia, banhos terapéuticos, hematologia, monogenea, peixe.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avangos na piscicultura mundial os problemas relacionados a sanidade dos
organismos de cultivo ainda é uma barreira (FAO, 2005; Pavanelli e al., 2008). Em geral,
isso € um efeito indireto de problemas relativos ao manejo nutricional das espécies, as altas
densidades de estocagem dos sistemas de producdo que culminam com a degradacdo da
qualidade da &4gua, tornando os peixes susceptiveis a doengas devido a diminui¢do da
resisténcia imunoldgica como resposta do estresse (Moraes e Martins, 2004; Urbinati e
Carneiro, 2004).Estas condi¢des promoverem dispersdo de doencgas parasitdrias (Pavanelli et
al., 2008) que comprometem o sucesso na producdo de peixes.

Uma das maiores incidéncias parasitirias relatada nos peixes € de trematddeos
monogendides (filo Platyhelminthes, classe Monogenoidea) (Martins et al., 2000; Martins et
al., 2002). Sdo parasitos oportunistas, muito comuns em ambientes de cultivo e por
apresentarem ciclo de vida direto encontram facilidade de se reproduzirem (Thatcher, 2006).
Quando ocorrem em grande nimero nas branquias, provocam hemorragias e lesdes que
comprometem as trocas gasosas dos peixes, e culminam em infec¢des bacterianas e fungicas
secunddrias que, muitas vezes, sdo fatais para os peixes (Martins e Romero, 1996; Smith e
Noga, 1993; Luque, 2004).

Problemas desta natureza também sao relatados em tambaquis de cultivo (Varella et
al., 2003; Morais, 2005). O tambaqui, Colossoma macropomum (ordem Characiforme,
familia Characidae e subfamilia Serrasalminae) espécie oriunda das bacias dos rios Orinoco e
Amazonas (Aradjo-Lima e Goulding, 1998), apresenta grande importancia econdmica no
Brasil, por ser a principal espécie nativa cultivada (Roubach et al., 2003; Ostrensky et al.,
2008) e ser alvo da pesca extrativa na regido Norte do pais (Santos et al., 2006).
Caracteristicas zootécnicas e fisiologicas tornam o tambaqui atrativo para a producdo em
diversos sistemas de cultivo (Val e Honczaryck, 1995; Baldisserotto e Gomes, 2005). Sao
descritas seis espécies de monogendides parasitos de tambaquis da natureza e de cultivo:
familia Dactylogyridae: Anacanthorus spathulatus, Linguadactyloides brinkmanni,
Anacanthorus penilabiatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium boegeri, e familia
Gyrodactylidae: Gyrodactylus sp. (Fischer et al., 2003; Varella et al., 2003; Belmont-Jégu et
al., 2004; Cohen e Kohn, 2005; Morais, 2005; Thatcher, 2006).

Devido aos prejuizos econOmicos causados pelas altas taxas de mortalidade
decorrentes do parasitismo por monogendides, progressos considerdveis foram feitos, nos

ultimos anos, em testes com medicamentos que diminuem a carga deste parasito
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principalmente nas branquias dos peixes. Dentre diversos produtos testados como o
mebendazol, albendazol, febendazol (Martins et al., 2001; Onaka et al., 2003; Stephens et al.,
2003), inseticidas (Cruz et al., 2008 ), produtos organicos (Hirazawa et al., 2000), sal comum
(Sanches et al., 2007), formalina (Fajer—AVila et al., 2003; Katharios et al., 2006; Rowland et
al., 2006), peréxido de hidrogénio (Mansell et al., 2005), encontra-se o praziquantel. Este
anti-helmintico tem apresentado efeitos positivos no controle dos ectoparasitas monogenodides
e de endoparasitas (digenéticos) em diversas espécies de peixes (Kim e Cho, 2000; Sharp et
al., 2004; Sitja-Bobadilla et al., 2006; Sudova et al., 2008). Esse quimioterdpico ¢é utilizado
para humanos no tratamento da esquistossomose e para animais domésticos e selvagens no
tratamento de endoparasitas (Booth e Donald, 1992; Novaes e Aratjo, 1999; Dayan, 2003).
Para peixes tem sua eficidcia comprovada e € permitido seu uso no Japao e na Europa (Burka
et al., 1997; Stephens et al., 2003; Campos, 2005).

A relacdo entre especificidade parasitiria e espécie de peixe hospedeira, bem como
caracteristicas climaticas da regido de estudo demonstram a variacdo entre dosagens
encontradas na literatura. Onaka et al. (2003) testaram o praziquantel no tratamento de
monogendides (Anacanthorus spathulatu) de pacus (Piaractus mesopotamicus), € embora nao
tenham encontrado eficécia satisfatoria, seus dados forneceram informagdes sobre a margem
de seguranca de doses a serem utilizadas no presente estudo para tambaquis.

Tendo em vista a importancia do tambaqui para a piscicultura da regiado Amazdnica e
do Brasil, e com o objetivo de contribuir com os estudos sobre sanidade de peixes nativos, o
presente estudo avaliou a eficidcia do praziquantel no controle de monogendides de C.
macropomum em banhos de longa duracdo e as alteracdes hematoldgicas decorrentes do

tratamento com este composto.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Peixes

Juvenis de tambaquis foram adquiridos na Estacdo de Piscicultura de Balbina
(municipio de Presidente Figueiredo — AM) e transportados para a Coordenacdo de Pesquisas
em Aqiiicultura do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), em Manaus, Brasil.
ApOs o transporte, os peixes foram aclimatados em viveiro de paredes de alvenaria e fundo

lodoso de 150 m?, abastecido com dgua de pogo. Os peixes foram alimentados com racao
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extrusada (45% proteina bruta) ad libitun quatro vezes ao dia. Quando atingiram tamanho
para uso experimental, foram transportados para o Laboratério de Fisiologia Aplicada a
Piscicultura onde permaneceram em aclimatacdo por uma semana em caixas de polietileno de
250 L contendo dgua proveniente de pogo artesiano.

Durante o periodo de manuten¢do dos peixes nos viveiros, foi confirmada a infeccao
natural dos peixes pelos monogendides, provendo material suficiente para conduzir os

experimentos de eficicia do praziquantel.

2.2. Solugdo estoque de praziquantel

A solugdo estoque de praziquantel foi preparada a partir da dissolu¢do do praziquantel
em poé (99,58 % de 2ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-
aJisoquinolin-4-ona) fornecido pela empresa Gerbras Quimica e Farmacéutica Ltda. Dada a
baixa solubilidade do praziquantel em &4gua, o composto foi dissolvido em etanol P.A.
(Quimex®) na propor¢do de 1:10.000 de praziquantel e etanol (w/v), seguido de agitacdo
constante num agitador magnético (Tecnal TE-0851) por 12 horas a temperatura ambiente. O
uso do etanol como solvente para a dilui¢ao do praziquantel em bioensaio com tambaquis foi

comprovado no Capitulo 1 ndo interferir na homeostase dos peixes.

2.3. Banhos com o praziquantel

Para verificar a acdo do praziquantel sobre os monogendides nos tempos de 0,5; 1 e 24
horas, foi realizado um experimento in vitro. Para tanto, foram retirados arcos branquiais de
tambaquis, selecionados 20 monogendides em cada placa de Petri e mantidos em temperatura
de 25,5 + 1 °C. Foram adicionadas a placa de Petri volumes de solucdo correspondentes as
concentracdes de 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/L e avaliada a motilidade dos parasitos. A
partir dos resultados obtidos neste experimento in vitro, foi determinado o tratamento nas
concentracoes de 6,25; 12,5; 25 e 35 mg/L na forma de banhos de longa duracdo (24 horas).

A escolha da dose de 35 mg/L baseou-se nos dados obtidos no Capitulo 1, onde foi
verificada mortalidade de peixes em banhos de 24 horas com 50 mg/L. Dessa forma, definiu-
se uma dose intermedidria entre 25 e 50 mg/L. Assim, para o experimento de eficiéncia,
foram utilizados 90 tambaquis (32,0£8,1 g e 10,1£0,9 cm), naturalmente parasitados por
monogendides (como descrito no item 2.1). O delineamento experimental inteiramente

casualizado, consistiu de cinco tratamentos: Controle= sem adi¢@o de praziquantel; 6,25; 12,5;
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25 e 35 mg de praziquantel/L, com trés réplicas cada, constituindo um total de 15 unidades
experimentais com 6 individuos por aqudrio. Os peixes foram privados de alimento 24 horas
antes do tratamento, e, posteriormente, foram transferidos para aquarios de 60 L, sob sistema
estatico, onde foram realizados os banhos com o praziquantel. Ao final de 24 horas de
exposicdo, foram coletados os seis peixes de cada aqudrio para coleta de sangue e
determina¢do dos parametros sangiiineos. Estes mesmos peixes foram transferidos para cinco
caixas de polietileno de 250 L, individuais por tratamento , e, no 1° dia estes foram removidos
dos tanques para coleta das branquias para andlise parasitolégica e estimativa da porcentagem

de eficdcia do praziquantel, como descrito com detalhe no item 2.5.

2.4. Andlises hematologicas

Amostras de 1 mL de sangue foram coletadas por pun¢do da veia caudal utilizando
seringas de 3 mlL, agulhas 27GxY2, rinsadas com EDTA a 10% e armazenadas sob
refrigeracdo a 8 °C. O sangue total foi destinado ao hematdcrito (Ht - %), determinado pelo
método de microhematdcrito com uso de tubo capilar e centrifuga de microhematdcrito com
rotacdo de 3.000 rpm durante 5 minutos; contagem de eritrocitos (RBC — eritrécitos/uL)
realizada em cdmara de Neubauer® em solucdo de Natt e Herrick (1952); concentragdao de
hemoglobina ([Hb] — g/dl) determinada pelo método colorimétrico da cianometahemoglobina
em espectrofotometria (BIOPLUS 2000) utilizando kit comercial (Doles®, Goias, Brasil). Os
indices hematimétricos - volume corpuscular médio (VCM - fL), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM - %) e hemoglobina corpuscular média (HCM - pg)
foram calculados a partir dos valores de Ht, RBC e [Hb], segundo Wintrobe (1934). A
determinacdo de trombdcitos totais, leucdcitos totais e leucometria especifica (nimero de
cada tipo leucocitario em puL/L) foi realizada em extensdes sanguineas coradas pelo método
de coloracdo rdpida May Griinwald-Giemsa Wright (MGGW) (Tavares-Dias e Moraes, 2003)
e as contagens totais seguiram recomendacgdes de Ishikawa et al. (2008). O plasma sanguineo,
obtido por centrifugacdo do sangue total, foi destinado a andlise da bioquimica sérica. Neste
caso, a glicose plasmdtica (mg/dL) foi analisada pelo método enzimatico-colorimétrico de
glicose oxidase (kit Doles®, Goids, Brasil) e as proteinas plasmaéticas totais (PPT — g/dL) pelo
método de biureto (kit Human do Brasil®). Para estas andlises, foi utilizado um

espectrofotometro UV/Visivel (BIOPLUS 2000).
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2.5. Andlises parasitologicas e eficdcia do tratamento

Um dia apds o tratamento, foram selecionados ao acaso seis peixes de cada caixa de
250 L, correspondente a cada tratamento, para serem eutanasiados por concussdo cerebral
para retirada das branquias. Toda estrutura branquial foi removida e acondicionada em frascos
contendo formalina na propor¢do de 1:4.000 (v/v) por duas horas. Apds vigorosa agitacdo por
1 minuto, essa solucdo foi resuspendida e concentrada em formol 5 % para fixacdo da amostra
e mantida por 24 horas em repouso. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e trocado por
alcool 70 % para conservacdo da amostra (Eiras et al., 2006). As contagens do nimero total
de parasitos monogendides por peixe foram realizadas em placa de Petri com auxilio de um
estereomicroscépio (Opton®). Na contagem ndo foram distinguidas as espécies de
monogdides presentes. Os indices parasitarios foram calculados de acordo com Bush et al.
(1997). A estimativa da porcentagem de eficdcia dos tratamentos foi calculada segundo

Martins et al. (2001) e Onaka et al. (2003) utilizando a expressdo matematica abaixo:

Eficacia = (média do n° de parasitos do grupo controle — média do n° de parasitos do grupo

tratado) x 100 / média do n° de parasitos do grupo controle

2.6. Andlise da dgua durante o periodo de exposicdo

Para efeito de monitoramento da qualidade da dgua durante o tratamento, foram
tomadas medidas de oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade utilizando oximetro
digital (YSI, modelo 85/10) e o pH analisado com pH-metro digital (YSI, modelo 60/10).
Amostras de dgua foram coletadas em frascos de 500 mL e armazenadas em refrigeracdo para
andlise colorimétrica das concentragdes de amonia total (Verdouw et al,, 1978) e de nitrito
(Boyd e Tucker, 1992) e as absorbancias lidas num espectrofotometro UV/Visivel (BIOPLUS
2000). A alcalinidade total e a dureza total foram analisadas por titulagdo descrita por Boyd e
Tucker (1992). O gas carbdnico foi analisado segundo Boyd e Tucker (1992) modificado,

utilizando seringas de 10 mL para evitar o contato das amostras de 4gua com o ar.
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2.7. Andlises estatisticas

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos tambaquis expostos ao praziquantel
foram comparados mediante andlise de variancia (ANOVA) de um fator. Os dados foram
previamente testados para normalidade e para homogeneidade de variancias. Para seguir as
premissas do teste, quando necessdrio, os dados foram transformados em arco coseno. O
mesmo teste foi aplicado para a comparacdo entre as cargas parasitarias dos tambaquis
expostos aos diferentes tratamentos e para os resultados dos parametros fisicos e quimicos da
dgua. Para todas as andlises realizadas foi utilizado o Teste de Tukey quando houve resultados

com diferencas significativas. Ambas as analises foram realizadas a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1. Eficdcia do praziquantel

Foi observada diminui¢do significativa (p < 0,05) na carga parasitiria dos peixes
expostos as diferentes concentragdes de praziquantel em relacdo ao controle. Entretanto, as
diferentes concentracdes nao influenciaram a abundancia de parasitas nos peixes tratados
(Figura 1). Os valores médios da intensidade de parasitos nos tratamentos controle, 6,25;
12,5; 25 e 35 mg /L de praziquantel foram: 205,33 + 46,81; 91,33 + 46,81; 78,33 + 32,03;
110,17 £ 39,48; 104,60 + 29,74, respectivamente. A andlise da porcentagem de eficicia
evidenciou diferengas entre os tratamentos com praziquantel (Tabela I). Na maioria dos
tratamentos, a eficdcia esteve abaixo de 60%, com excecao do tratamento com 12,5 mg/L que

obteve 61,8% de eficacia.
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Figura 1. Abundincia de monogendides em Colossoma macropomum apds tratamentos com
praziquantel em banhos de 24 horas. Letras diferentes indicam médias significativamente diferentes

entre os tratamentos (p< 0,05). N= 6, exceto 35 mg/L (N=15).

Tabela I: Porcentagem de eficicia dos tratamentos com praziquantel em banhos de 24 horas em

Colossoma macropomum.

Tratamentos Eficacia (%)
Controle -
6,25 mg/L 55,5
12,5 mg/L 61,8
25 mg/LL 46,3
35 mg/L 49,1

3.2. Andlise hematologica

Durante todo o periodo experimental, nio houve mortalidade nem presenga de sinais
de toxicidade nos peixes submetidos aos diferentes tratamentos. Os resultados das andlises
hematimétricas e bioquimicas dos peixes submetidos ao tratamento com praziquantel

encontram-se nas Figuras 2, 3 e 4.
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Os valores médios de Ht (p = 0,7191), RBC (p = 0,7160), VCM (p = 0,2308) e HCM
(p = 0,1789) dos animais nos diferentes tratamentos ndo foram significativamente diferentes.
Entretanto, o efeito do praziquantel pode ser observado pela diminuicdo significativa do
CHCM com o aumento nas concentragdes do produto (p = 0,0278). A [Hb] apresentou
tendéncia de aumento com as crescentes concentracdes, contudo apenas em 25 mg/L de
praziquantel este aumento foi significativo (p = 0,0101) em relagdo ao controle. A [Hb] nos
peixes do tratamento com 35 mg/L de praziquantel ndo apresentou diferenca estatistica do
controle. O aumento da [Hb] nos peixes expostos a 25 mg/L pode estar relacionado ao
aumento no ndmero de eritrécitos (RBC) dos peixes (Figura 2).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencgas significativas nos nimeros de
trombdcitos e leucdcitos totais (Tabela II). No entanto, diferencas foram encontradas na
leucometria especifica para linfécitos, mondcitos e neutréfilos entre os tratamentos (Tabela 11
e Figura 3). Os linfécitos foram as células mais freqiientes no sangue periférico dos peixes do
controle; os mondcitos mais abundantes nos individuos do tratamento com 35 mg/L de
praziquantel; enquanto os neutréfilos apresentaram maior nimero no tratamento com 25
mg/L.. Em geral, o nimero de linfécitos nos peixes tratados apresentaram uma diminui¢do,
sendo significativamente diferente apenas nas concentragdes de 25 e 35 mg/L (p < 0,001) em
relacdo ao controle. Os mondcitos, embora tenha sido observado tendéncia nos diferentes
tratamentos com praziquantel, somente aqueles individuos tratados com 35mg/L apresentaram
aumento significativo (p = 0,0005). Os granulécitos neutréfilos foram mais numerosos nos
animais tratados com praziquantel, mas apenas em 25 mg/L este incremento foi significativo
(p =0,0213).

Como pode ser observado na Figura 4, houve aumento significativo (p < 0,001) e
crescente da glicemia nos tratamentos com 6,25 mg/L (66,86+11,88 mg/dl) e 12,5 mg/L
(70,77£16,27 mg/dL) e, 25 mg/l (110,49+10,67 mg/dl) e 35 mg/L (107,72+12,64 mg/dL) em
relagc@o ao controle (51,86+7,76 mg/dL). Embora, os valores médios de proteinas plasméticas
totais tenham apresentado variagdes significativas entre os tratamentos (p = 0,0097), estes nao
apresentaram diferenca estatistica do controle.

Os parametros de qualidade da dgua avaliados durante o experimento nao
apresentaram variacOes significativas entre os tratamentos € os valores de amoOnia toxica

calculados foram < 0,000 para todos os tratamentos. (Tabela III).
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Figura 2. Parametros sanguineos de Colossoma macropomum submetidos a diferentes tratamentos
com praziquantel em banhos de longa duracdo (24 horas). Médias + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos detectadas pela andlise de varidncia (ANOVA) e
teste de Tukey a 5% (N = 18 peixes). Ht = Hematdcrito; [Hb] = concentragdo de hemoglobina total;
RBC = numero de eritrécitos; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular

média e CHCM = concentra¢do de hemoglobina corpuscular média.



Tabela II. Trombometria total, leucometria total e leucometria especifica absoluta (nimero de células/uL) e relativa (%) de Colossoma macropomum

submetidos a diferentes tratamentos com praziquantel em banhos de longa duragdo (24 horas). CGE = célula granulocitica especial. Médias + desvio padrdo.

Tratamentos

Parametros Controle 6,25 mg/L 12,5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L
Trombécitos  (céls/ L) 55.961,7+13.688,1 53.805,5+12.733,0 59.395,£16.038, 1 66.020,3£11.372,5  60.259,7+16.333,4
Leucécitos  (céls/ L) 17.521,3+5.898 4 20.051,5+6.946,2 18.140,9+2.302,6 23.038,3+7.928,3 22.211,149.139,4
Linfécitos (céls/ uL) 6.869,9+3.499,8" 5.014,92.302,8° 4.716,8+2.623 3™ 2.915,8+1.610,1" 3.606,8+2.285,5”

(%) (39,27+14,12) (27,35 +15,52) (27,93 +14,02) (12,06 +8,13) (19,13 +14,44)
Mongcitos (céls/ uL) 1.950,0£1.075,5% 2.393,8+1.496,4°" 2.663,8+1.664,9" 3.740,0+2.492,3" 4.167,1+2.248,2"

(%) (12,07+7,06) (12,65 +8,15) (16,71 +14,12) (15,78 +6,81) (20,38 +12,09)
Neutréfilos  (céls/ L) 8.450,6+4.464,6" 12.510,746.905,7°" 104253467765  16.296,046.558,2"  14.293,5+9.898,4°"

(%) (47,20 +15,65) (59,41 +17,89) (53,75 +17,17) (71,83 +11,60) (59,75 +21,33)
Eosinéfilos  (céls/ uL) 157,4+189,2 103,24165,6 212,2+464,2 47,24114,8 64,7+118,9

(%) (0,93 +1,10) (0,47 +0,62) (0,81 +1,22) (0,11 £0,32) (0,31 +0,60)
CGE (céls/ uL) 93,4+190,2 28,7+83,3 122,74286,7 39,4+106,1 7,9+127,7

(%) (0,53 £1,06) (0,12 £0,33) (0,80 +1,80) (0,22 0,43) (0,44 +0,73)

Letras diferentes na mesma linha indicam médias significativamente diferentes (p< 0,01).

61
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Figura 3. Células sanguineas de tambaquis Colossoma macropomum expostos ao praziquantel.
(MGGW). Eritrécito (Er); Neutréfilo (Nt); Neutréfilo segmentado (Nts); Mondcito (Mn);
Linfécito (Lf) e Trombécito (Tr). Barra = 0,5 pm.
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Figura 4. Glicose plasmatica e proteinas plasmadticas totais de Colossoma macropomum submetidos a
diferentes tratamentos com praziquantel em banhos de longa duracdo (24 h). Médias + desvio padrdo.
As letras indicam diferencas significativas entre as concentragdes detectadas pela andlise de variancia

(ANOVA) de um fator (p<0,01). (N = 18 peixes).

Tabela III. Parametros fisicos e quimicos da dgua dos aqudrios durante os tratamentos com
praziquantel em banhos de 24 horas. AT = alcalinidade total, DT = dureza total. Valores expressos em

média + desvio padrdo.

Parametros Tratamentos — concentracées de praziquantel (mg/L)
Controle 6,25 12,5 25 35

Oxigénio (mg/L) 7,63+0,11 7,36+0,24 6,38+0,41 5,78+0,17 6,30+0,67
Temperatura (°C) 25,3+0,32 25,3+0,35 25,2+0,36 25,2+0,32 25,2+0,44
Condutividade (uS/cm”) 17,5+0,46 15,3+£0,44 15,4+0,25  16,1740,57  12,01£0,38
pH 6,95+0,14 6,84+0,06 6,76+0,09 6,78+0,08 6,75+0,14
AT (mg CaCO»/L) 1,47+0,32 1,47+0,32 1,65+0,00 1,65+0,00 1,65+0,00
DT(mg CaCOs/L) 1,67+0,29 1,50+0,00 1,50+0,00 1,50+0,00 1,67+0,29
CO, (mg/L) 11,67£2,89  11,67£2,89  13,33£2,89  11,67+2,89  10,00+0,00
Améonia total (mg/L) 0,003£0,001 0,048+0,026 0,052+0,008 0,029+0,027 0,032+0,005

Nitrito (mg/L) 0,001+0,000 0,018+0,010 0,020+0,003 0,011£0,010 0,012+0,002
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4. DISCUSSAO

4.1. Eficdcia do praziquantel

Para determinar a eficicia de um quimioterdpico utilizado no controle de
monogendides em peixes, € importante que alguns fatores envolvidos sejam considerados, tais
como: 1) a dose e o periodo do tratamento (Kim e Choi, 1998); 2) as varidveis ambientais
(regides temperada e tropical) e parametros da dgua (temperatura, pH, condutividade,
alcalinidade, amodnia ou quantidade de material orginico presente no viveiro) onde os
experimentos foram conduzidos, pois podem influenciar na biodisponibilidade e toxicidade da
droga (Lloyd, 1992; Martins et al., 2001; Martins, 2004); 3) as rela¢des interespecificas, tanto
em relacdo aos peixes quanto aos monogendides (Onaka et al. 2003; Sharp et al., 2004;
Sanches et al., 2007); 4) a diferenca no habito alimentar das espécies de monogendides (Kim
e Choi, 1998; Fajer—Avila et al., 2007); 5) o conhecimento do ciclo de vida dos parasitos
(Hirazawa et al., 2004; Rowland, 2006; 6) a via de administragdo do fairmaco (Kim e Choi,
1998; Fajer-Avila et al., 2007) e 7) o desenvolvimento de resisténcia pelos parasitos
(Hirazawa et al., 2000; Martins et al., 2001; Stephens et al., 2003).

Em experimentos de bioensaios, ¢ comum o acompanhamento da qualidade da 4gua,
principalmente em testes de toxicidade, devido a influéncia desta varidvel sobre a
biodisponibilidade e absor¢ao do produto testado (Lloyd, 1992; Plumb, 1993; Lombardii,
2004; Abessa, 2006; Ferreira, 2006). No presente estudo, os resultados do monitoramento da
qualidade da dgua demonstram que ndo houve interferéncia da adi¢do do praziquantel sob os
parametros fisicos e quimicos da dgua, cujos valores estiveram dentro do limite de tolerancia
para o tambaqui (Arana, 2005).

No presente estudo, embora nenhum dos tratamentos tenha removido 100% dos
parasitos, uma reducdo significativa da carga parasitdria foi observada em todos os peixes
tratados com praziquantel. Entretanto, de acordo com os requisitos basicos impostos pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), no Brasil, instituido pela
Portaria n° 48, de 12/05/1997 por meio da Secretaria da Defesa Agropecudria, o registro de
produtos antiparasitarios com eficacia comprovada para mamiferos domésticos ndo deve ser
inferior a 90%. Os resultados deste estudo mostram que a eficdcia do praziquantel nas quatro
doses testadas, em 24 horas de exposicao, esteve abaixo do recomendado pelo MAPA, sendo
61,8% a maior porcentagem observada em 12,5 mg/L de praziquantel. Todavia, pela auséncia

de legislagdo especifica, as recomendagdes do MAPA para uso de anti-helminticos ndo sdo
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direcionadas para organismos aquaticos (Onaka et al., 2003). Isto pode prejudicar a avaliacdo
de quimioterdpicos para peixes, j4 que o objetivo dos programas de controle de
monogendides, por exemplo, ndo visam eliminar os parasitos dos peixes, mas sim, reduzir
significativamente a carga parasitaria dos mesmos.

Para tambaqui, as menores doses testadas, 6,25 (55,5%) e 12,5 mg/L de praziquantel
(61,8%), foram as mais efetivas na remog¢ado dos parasitos branquiais dos peixes, corroborando
os estudos de Stephens et al. (2003), Hirazawa et al. (2004); Sitja-Bobadilla et al. (2006), e
Fajer-Avila et al. (2007) para o praziquantel e por Onaka et al. (2003) para o albendazol.
Stephens et al. (2003) observaram que baixas doses de praziquantel em banhos de maior
tempo (2 mg/L por 24 horas) foram mais eficazes em remover monogenéticos (Haliotrema
abaddon) de Glaucosoma hebraicum “West Australian dhufish”. Igualmente, Hirazawa et al
(2004) concluiram que a alimentagao com baixas doses de praziquantel por maior periodo (40
mg/kg peso vivo/dia por 11 dias) foi mais efetivo em controlar a infestagdo por Neobenedia
girellae em Verasper variegatus. Do mesmo modo, Sitjd-Bobadilla et al. (2006) relataram
que o praziquantel ndo eliminou completamente a infec¢do nos peixes, mas promoveu
reducdo significativa da abundancia parasitaria em Sparus aurata L. “gilthead sea bream”
parasitados por Sparicotyle chrysophrii em doses de 200 mg/kg peso vivo alimentados uma
vez por semana durante 1 més. Onaka et al. (2003) encontraram a mesma eficdcia, de 56,9%,
no tratamento de P. mesopotamicus em banhos de 30 minutos com 50 e 500 mg de
albendazol/L contra A. penilabiatus.

A dosagem e a variag@o bioldgica entre as espécies podem ser fatores limitantes para a
eficacia dos tratamentos contra monogendéides (Gilman ez al., 1980; Kim e Choi, 1998; Onaka
et al. 2003; Sharp et al., 2004; Sanches et al., 2007). Isto pode ser demonstrado comparando-
se as porcentagens de eficdcia do praziquantel descritas por Sharp et al. (2004) e Hirazawa et
al. (2000), onde doses proximas as utilizadas no presente estudo promoveram alta eficicia no
controle de outras espécies de monogendides. Por exemplo, banhos com 25 mg/L por 24 e 48
horas foram suficientes para eliminar 100% de Benedenia seriolae e Zeuxapta seriolae,
espécies de monogendides de Seriola lalandi lalandi “yellowtail kingfish” (Sharp et al.,
2004). Banhos de 20 mg/L por 1 hora sobre larvas de Heterobothrium okamotoi, em testes in
vitro, levaram ao desprendimento de 100% dos parasitos das branquias de Takifugu rubripes
(Hirazawa et al., 2000).

Duas formas de administracdo de farmacos para peixes sdo as mais utilizadas, a via
oral e banhos terap€uticos. Kim e Cho (2000) demonstraram que, independente da via de

administracao (oral: 20 g/kg PV, banho: 100 mg/L por 4 minutos, ou ambos), o praziquantel
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reduziu a carga parasitaria de Microcotyle sebastis em Sebastes schlegeli “rockfish” sem
causar toxicidade. Alguns autores relatam que a poténcia do anti-helmintico praziquantel
parece ter relacdo com a via de administracdo. A poténcia é diretamente influenciada pela
farmacocinética, processo que envolve a absorc¢do, distribuicdo, biotransformacdo e
eliminacdo da droga (Gilman et al, 1980). Segundo Bjorklund e Bylund (1987), o
praziquantel é bem absorvido pelas branquias, pele e trato gastrointestinal, contudo a via
banhos terapéuticos parece desencadear maior sintomatologia téxica que a via oral (Onaka et
al., 2003; Sudova et al., 2008). Se os efeitos indesejaveis de uma droga limitarem sua dose,
sua eficdcia serd correspondentemente limitada, apesar da droga ser capaz de produzir um
efeito maior (Gilman et al., 1980). Neste estudo, os peixes submetidos aos tratamentos ndo
apresentaram sinais de toxicidade e nao houve mortalidade durante o periodo experimental, ao
contrario do descrito para P. mesopotamicus (Onaka et al., 2003) e C. macropomum em
banhos com doses a partir de 50 mg/L. Sendo assim, para tambaquis com aproximadamente
32 g, as doses seguras sdo aquelas abaixo de 50 mg/L, havendo necessidade de se testar
tempos de exposicao acima de 24 horas.

A determinacdo da eficdcia do principio ativo de uma droga deve ser feito com
cautela, j4 que alguns produtos comerciais sdo associacdes de farmacos e, muitas vezes,
contam com o sinergismo ou antagonismo dos mesmos. E o caso dos testes realizados por
Fajer-Avila et al. (2007), que testaram o praziquantel a partir de produtos comerciais (4,5 mg
de Drontal™ Plus/L por 12 horas e 3,5 e 4,5 mg de Vermiplex ™ Plus por 24 horas) no
tratamento de duas espécies de monogenodides (Haliotrema sp. e Euryhaliotrema sp.) em
Lutjanus guttatus “red snapper”. Estes autores também descreveram resultados positivos no
uso de baixas doses em periodos longos de exposi¢cdo, corroborando com os resultados
apresentados neste estudo. Contudo, os produtos testados sao associacdes de farmacos como o
palmoato de pirantel, o febantel ou a ivermectina. Sendo assim, torna-se dificil atribuir apenas
ao praziquantel o efeito sobre os parasitos.

Por outro lado, Onaka (2001), Fujimoto et al. (2006) e Kim e Kim (2002), avaliaram a
associa¢do de farmacos no controle de parasitos de peixes. De acordo com Onaka (2001) a
associacdo de variadas concentragdes de mebendazol e levamisol no tratamento de A.
penilabiatus em P. mesopotamicus, apresentou cerca de 80 a 90% de eficacia. Por exemplo,
banhos com 10 mg levamisol + 10 mg de mebendazol/L obteve maior eficicia (91,8%), mas
também as concentragdes de 10 mg levamisol + 5 mg de mebendazol/L (90%) e 20 mg
levamisol + 5 mg de mebendazol/L (88%) foram efetivas. Em contrapartida, Fujimoto et al.

(2006) relataram baixa eficacia (53%) na associagdo de 2.000 mg praziquantel/’kg e 1.000 mg



67

levamisol/kg no controle de monogendides de acard-bandeira (Pterophullum scalare).
Contudo, quando os alvos foram endoparasitas, nematdides do género Capillaria, a eficicia
elevou para 57,5%.

Os estudos de Kim e Kim (2002) revelaram que a associa¢do de praziquantel com a
cimetidina pode aumentar a meia-vida plasmdtica do praziquantel por mais de 24 horas,
potencializando sua acdo, um exemplo de antagonismo farmacoldgico. A cimetidina, embora
seja uma droga moduladora da secre¢do géstrica, por atuar inibindo o sistema microssomal
hepatico, prejudica o metabolismo de outras drogas (Booth e Donald, 1992), como o
praziquantel. Sendo assim, embora os demais tratamentos tenham sido efetivos, a associacao
positiva da cimetidina foi reportada pela diminui¢cdo da abundancia parasitaria (M. sebastis)
em S. schlegeli alimentados com 100 mg praziquantel/kg peso vivo + 100 mg cimetidina/kg
peso vivo em detrimento aqueles alimentados somente com 100 mg de praziquantel/kg peso
vivo. Estas informacdes da literatura, juntamente com as observacdes feitas sobre a poténcia
do praziquantel, pode ser um desafio no futuro, onde este fairmaco pode ser testado em
associacdo a outro farmaco, a fim de verificar se sinergismos ou antagonismos aumentariam a
poténcia associada da droga em tambaquis.

O mecanismo de ac@o do praziquantel sobre o parasito estd associado a habilidade em
inibir a bomba de Na+/K+, aumentando a permeabilidade da membrana do helminto,
principalmente ao cdlcio, o que leva a intensificagdo da atividade muscular, seguida por
contragdo e paralisia espdstica. Esse processo ocasionaria o desprendimento do parasito do
seu hospedeiro (Gilman et al., 1980; Burka et al., 1997; Dayan, 2003). Alguns autores relatam
ocorréncia de severas contracdes dos parasitos antes de morrerem e o aparecimento de
vacuoliza¢do no tegumento dos parasitos expostos ao praziquantel (Stephens et al., 2003;
Fajer—AVila et al., 2007). Estudos de Schmahl e Taraschewski (1987) apud Sharp et al. (2004)
verificaram que a intensidade de vacuolizacdo dos parasitos foi mais dependente do tempo de
exposicio do que da dose da droga. Portanto, € possivel que um maior tempo de exposi¢do,
nas mesmas concentragdes testadas neste estudo, possa promover uma ag¢io mais efetiva do
farmaco. Isso, também, poderia explicar o fato de concentra¢des proximas (6,25 e 12,5 mg de
praziquantel/L) promoverem eficicias tdo semelhantes.

A baixa susceptibilidade deste grupo de parasitos aos quimioterdpicos utilizados e a
possibilidade dos parasitos desenvolverem resisténcia sdo fatos relatados nos estudos
(Hirazawa et al., 2000, Martins et al., 2001; Stephens et al., 2003), por isso a relevancia em
encontrar um anti-helmintico com alta eficacia. Sharp et al. (2004) destaca que pode existir

susceptibilidade aos tratamentos entre espécies de monogendides. Entretanto, no presente
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trabalho, ndo foi possivel determinar essa variacdo ja que a(s) espécie(s) de monogendide(s)
envolvida(s) na infestacdo ndo foi identificada. Contudo, sabe-se que trés espécies ocorrem
com maior freqii€éncia em tambaquis de cultivo, Anacanthorus spathulatus, Linguadactyloides

brinkmanni e Notozothecium janauachensis (Varella et al., 2003; Morais, 2005).

4.1 Efeitos do praziquantel sobre varidveis sanguineas do tambaqui

A avaliagdo da toxicidade de um composto para o organismo ndo-alvo, o peixe, sao
um dos pré-requisitos para aprovagdo de um produto para uso na aqiiicultura (Ferreira, 2004).
Mudancgas na propor¢do dos pardmetros sanguineos sdo bons indicadores patofisioldgicos,
refletindo a ocorréncia de doencas ou evidencias de estresse (Heath, 1995; Tavares-Dias e
Moraes, 2007; Sudova et al, 2008, Martins et al., 2009). Assim, nesse estudo, foram avaliados
também os parametros sanguineos dos tambaquis submetidos aos tratamentos com
praziquantel na forma de banhos por 24 horas.

Os resultados das andlises hematol6gicas evidenciaram variagdes apenas na [Hb] e
CHCM. A diminui¢do na CHCM parece estar mais relacionada aos efeitos da exposi¢ao ao
praziquantel que ao parasitismo por monogendides. Possiveis causas para esta diminui¢io
seriam a inibicio na sintese de hemoglobina pelos eritrécitos ou formacdo de
metahemoglobina em decorréncia da exposicdo ao praziquantel, corroborando a hipétese de
outros autores (Powell e Perry, 1997; Affonso et al., 2002; Jung et al., 2003; Avilez et al.,
2004; Costa et al., 2004). Os valores médios de [Hb] e do RBC apresentaram perfil
semelhante, onde observa-se uma tendéncia a valores mais elevados destes parametros até 25
mg/L, sem alteracdo na concentragdo de 35 mg/L. O incremento de eritrocitos na circulacido €
uma resposta adaptativa para aumentar os niveis de hemoglobina no sangue e maximizar o
transporte de oxigénio para os tecidos (Wedemeyer, 1996; Moura et al., 1997; Powell e Perry,
1997; Gallaugher e Farrell, 1998; Benfey e Biron, 2000; Affonso et al., 2002; Val et al.,
2006).

Estudos com exposi¢do do tambaqui a outros quimioterdpicos, como por exemplo, a
formalina (Aradjo et al., 2004), o herbicida Rondup® (Porto, 2005), o mebendazol (Chagas et
al., 2006), o permanganato de potdssio (Silva et al., 2006) e o sulfato de cobre (Ferreira,
2006) tém mostrado que esta espécie parece manter sua homeostase fisiolégica. Ao contrario,
espécies como Cyprinus carpio tem demonstrado alteragdes hematoldgicas como a
diminui¢do no RBC, na [Hb] e no VCM apés 24 horas de alimentacdo com 30 e 50 mg de

praziquantel/kg de peso vivo (Sudova et al., 2008). Da mesma forma, Prochilodus scrofa
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expostos ao trichlorfon (Dipterex 500) apresentaram diminui¢do em todos os parametros
eritrocitarios (Ranzani-Paiva et al., 1997), e P. mesopotamicus, aumento na [Hb] e Ht apds
banhos com mebendazol por 24 horas (Martins et al., 2001). Diferenca importante entre o
tambaqui e essas espécies € sua capacidade de suportar melhor as condi¢cdes adversas como
baixas concentracdoes de oxigénio na &dgua, pois utiliza, dentre outros, um mecanismo
adaptativo denominado respiracao na superficie aquitica (RSA) (Val e Almeida-Val, 1995).
Segundo Heath (1995), de uma maneira geral, muitas das respostas fisioldgicas de peixes
frente a exposicao a poluentes sdo similares aquelas produzidas em situacdo de hipdxia.

O sistema imune dos peixes pode ser afetado por uma série de fatores bidticos e
abidticos do ambiente, como: temperatura, oxigénio, poluentes, densidade, patégenos (Moura
et al., 1994; Heath, 1995; Ranzani-Paiva et al., 1997; Martins et al., 2009), e por fatores
externos como adicdo de imunoestimulantes na alimentacao (Menezes et al., 2006; Oliveira,
2008). Diferente dos resultados obtidos por Martins et al. (2001); Tavares-Dias et al. (2001);
Dorucu e Girgin (2001); Ferreira (2006) e Siang et al. (2007), no presente estudo, ndo foram
encontradas variacdes no nimero total de leucécitos e trombdcitos nos tambaquis parasitados
por monogendides e tratados com praziquantel. Corroboram este trabalho os resultados de
Paralichthys olivaceus expostos a formalina (Jung et al., 2003) e Rhamdia quelen expostos a
cipermetrina (Borges et al., 2007).

Independente do tratamento, os neutrdfilos foram as células mais freqiientes no sangue
dos tambaquis, seguidos dos linfécitos, mondcitos, eosindfilos e células granulociticas
especiais, corroborando a descri¢do da distribui¢do dos tipos leucocitarios de C. macropomum
de cultivo descrita por Tavares-Dias et al. (1998) e Tavares-Dias et al. (2001) e diferindo de
Ranzani-Paiva et al. (1999) e Ferreira (2006). Todavia, a distribui¢do dos tipos leucocitarios
pode ser diferente de acordo com a espécie, como em R. guelen (Tavares-Dias et al., 2002),
em P. scrofa (Ranzani-Paiva et al., 1997), Salminus maxillosus (Ranzani-Paiva et al., 2003) e
P. mesopotamicus (Tavares-Dias et al., 1999; Onaka, 2001).

Em geral, os resultados do presente estudo demonstraram alteragdes nas propor¢des
leucocitarias dos individuos expostos as maiores concentracdes de praziquantel testadas,
como: linfopenia, monocitose e neutrofilia. Este quadro leucocitdrio foi relacionado por
alguns autores, como caracteristico de situacdo de estresse em diversas espécies de peixes
(Campbell, 2004), como carpas (Stoskopf, 1993); O. mykiss “truta tripléide” (Benfey e Biron,
2000), tambaquis (Moura et al., 1997).

Os linfécitos de peixes, como nos mamiferos, participam do processo inflamatério e,

como também sdo células imunocompetentes, participam na defesa contra bacterioses
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(Martins et al., 2009), protozodrios, helmintos e outros patégenos (Campbell, 2004; Tavares-
Dias e Moraes, 2004). Benfey e Biron (2000) propdem duas hipdteses para a diminui¢do de
linfécitos no sangue circulante: a ocorréncia de redistribuicdo dos linfocitos circulantes,
principalmente para os tecidos linféides, ou a lise dos linfécitos pela acdo citolitica dos
elevados niveis de cortisol, respostas tipicas de estresse em O. mykiss “truta triploide”.
Linfopenia foi relatada em P. mesopotamicus expostos ao mebendazol (Martins et al., 2001).
Sendo assim, a redu¢do no numero de linfocitos circulantes pode ser prejudicial aos
tambaquis expostos as maiores concentracdes de praziquantel, tornando-os mais susceptiveis
a infecgdes. Os neutrdfilos realizam fagocitose e t€ém importante papel na defesa contra
infeccoes (Campbell, 2004; Tavares-Dias e Moraes, 2004). Mahajan e Dheer (1979)
demonstraram que os neutréfilos apresentam grande sensibilidade as variagdes ambientais,
além disso, elevada neutrofilia foi descrita como indicativo de intoxica¢@o por Janini e Janini-
Filho (1990) apud Ranzani-Paiva et al. (1997). Portanto, acredita-se que o aumento na
propor¢do desta célula tenha ocorrido pelas alteragdes no meio provocadas pela presenca do
praziquantel nas maiores concentragdes testadas. Os mondcitos também realizam fagocitose e
a monocitose é sugestiva de resposta inflamatdria, também decorrente da presenca de agentes
patogénicos (Campbell, 2004), como os monogenéticos. Os eosindfilos e células
granulociticas especiais ocorreram em menor nimero, € ndo sofreram variacao pela presenca
do praziquantel ou dos parasitos.

Um bom indicador de resposta aos efeitos do praziquantel foram os niveis de glicose
plasmatica. A glicemia apresentou elevagdo significativa relacionada com o aumento nas
concentracdes de praziquantel (Figura 4). A glicose ¢ um importante combustivel celular
(Suarez e Mommsen, 1986), principalmente em situacdes de emergéncia quando € necessaria
a pronta mobilizacdo deste metabdlito (Benfey e Biron, 2000). O aumento observado neste
estudo evidencia a necessidade de pronta disponibilizacdo da glicose para manutencdo da
homeostase dos tambaquis quando expostos ao praziquantel. Respostas de estresse seguidas
de hiperglicemia foram descritas por diversos autores (Yildiz e Pulatsu, 1999; Tank et al.,
2000; Tavares-Dias et al., 2001; Gomes et al., 2003; Aradjo et al., 2004; Porto, 2005; Borges
et al., 2007; Hori et al., 2008). As proteinas plasmaticas totais, indicadoras de estresse
oxidativo e desequilibrio osmético (Stoskopf, 1993; Wedemeyer, 1996; Barton, 1997,
Gallaugher e Farrell, 1998; Noga et al., 1999; Campbell, 2004; Val et al., 2006) nao

apresentaram variacdo entre os tratamentos, inclusive comparando com o controle.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pode-se concluir que as menores concentragdes de
praziquantel testadas desencadearam menores alteracdes dos indices hematoldgicos, embora
as eficicias obtidas tenham sido baixas. Foi evidenciado o potencial anti-helmintico do
praziquantel, entretanto, sugere-se que sejam testados maiores tempos de exposicdo com as
menores doses, ou associagdo do praziquantel a outros farmacos, a fim de se obter melhores
resultados. Quanto as alteracdes hematoldgicas, destacam-se aquelas compativeis com
respostas de estresse como a linfopenia, monocitose, neutrofilia e hiperglicemia nos peixes
expostos as maiores concentragdes de praziquantel.

Em func¢ao da escassez de informacgdes quanto a farmacocinética do praziquantel para
o tambaqui, seu periodo de deplecao nos tecidos do peixe, bem como estudos quanto aos seus
impactos sobre a fauna acompanhante, a utilizagdo deste firmaco em peixes de cultivo ndo

deve ser indicada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diversos requisitos devem estar associados aos resultados de eficiéncia de um
quimioterdpico, como a facilidade de aplicacdo da droga; a seguranga ao manipulador; a
seguranca do animal alvo, incluindo o possivel estresse e toxicidade provocados nos peixes;
recomendacdes relacionadas a possibilidade de impactos ao ambiente; existéncia de
regulamento de aprovacdo da droga; bem como custos associados e implicacdes no comércio
do pescado, relacionados a presencga de residuos do farmaco na musculatura do animal.

O presente estudo contribui com informagdes relacionadas a duas questdes: a
eficiéncia do praziquantel no controle de monogendides de Colossoma macropomum e as
implicacdes de seu uso nas respostas fisioldgicas desta espécie. Para o tambaqui, o
praziquantel apresenta toxicidade aparente, com presenca de respostas comportamentais
téxicas a partir de 15 minutos de exposicao a concentragdes iguais ou superiores a 50 mg/L.
Estes resultados permitem descartar o uso destas concentracdes para a espécie. Contudo, as
respostas mais eficientes na diminui¢do da carga parastiria de monogendides de tambaquis
estiveram em faixas de concentracio (doses) abaixo daquelas consideradas toxicas. Quanto as
respostas sanguineas, acredita-se que seja necessdrio o acompanhamento fisiolégico dos
tambaquis apds periodo de exposicdo a fim de verificar se os peixes retornam a homeostase
fisioldgica.

Apesar das tentativas na elaboracdo de legislacdes voltadas para organismos aquéticos,
ainda toma-se como base a legislacao de antiparasitarios para mamiferos. Contudo acredita-se
que os resultados de estudos com farmacos para peixes podem ser comprometidos. Isto
porque o controle de parasitos de peixes ndo tem como finalidade a eliminacdo total dos
mesmos nos sistemas de cultivo, pratica esta que seria invidvel; porém, visa-se a diminui¢ao
da carga parasitaria nos peixes, objetivo alcancado por alguns anti-helminticos.

Estudos sobre o tempo de deplecao de residuos do anti-helmintico praziquantel nos
tecidos e, principalmente, na musculatura de peixes nativos ainda sdo desconhecidos.
Valendo-se, contudo, de dados para Sebastes schlegeli “rockfish”, perciforme de dgua salgada
criado em gaiolas na Coréia, cujo, periodo de caréncia foi de 5 a 6 dias (Kim et al., 2001;

2003). Dessa forma, ndo € recomendado o uso deste quimioterdpico no tratamento de
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tambaquis de cultivo até que se obtenha maior numero de informacdes da seguranca para o
consumo humano.

Além disso, ndo existem informagdes relacionadas as possiveis implicagdes do uso do
praziquantel no ambiente aqudtico e suas conseqiiéncias para a comunidade bidtica que
convive com 0s peixes, por exemplo, eventuais prejuizos na cadeia alimentar, que é de
interesse para a propria producdo, como destacaram Onaka (2001) e Martins (2004). Em
geral, no Brasil, estudos relacionados com impactos ambientais causados pelo uso de
compostos quimicos em organismos aquaticos de cultivo s@o praticamente desconhecidos.

Sendo assim, ressalva-se que a realizacdo de boas praticas de manejo seja a melhor
medida para a contengdo de enfermidades em sistemas de cultivo, bem como o

acompanhamento sanitdrio da criacao.
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