UFFS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS DE LARANJEIRAS DO SUL
CURSO DE ENGENHARIA DE AQUICULTURA

KATIELE CARDOZO CARRIEL

LEVANTAMENTO DA PRESENCA DE LERNAEA SPP.
(LERNAEOIDEA:LERNAEIDAE) EM PISCICULTURAS DA ASSOCIACAO DE
PRODUTORES DE PEIXES DE LARANJEIRAS DO SUL-PR (PEIXELAR).

LARANJEIRAS DO SUL.
2014



KATIELE CARDOZO CARRIEL

LEVANTAMENTO DA PRESENCA DE LERNAEA SPP.
(LERNAEOIDEA:LERNAEIDAE) EM PISCICULTURAS DA ASSOCIACAO DE
PRODUTORES DE PEIXES DE LARANJEIRAS DO SUL-PR (PEIXELAR).

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao curso
de Engenharia de Aquicultura da Universidade Federal
da Fronteira Sul — UFFS, como requisito para obtengdo
do titulo de Engenheira de Aquicultura.

Orientador: Prof. MsC. Carlos José Raupp Ramos.

LARANJEIRAS DO SUL.
2014



KATIELE CARDOZO CARRIEL

LEVANTAMENTO DA PRESENCA DE LERNAEA SPP. .
(LERNAEOIDEA:LERNAEIDAE) EM PISCICULTURAS DA ASSOCIACAO DE
PRODUTORES DE PEIXE DE LARANJEIRAS DO SUL-PR (PEIXELAR).

Trabalho de conclusdo de curso de graduagdo apresentado como requisito para obteng¢d@o de

grau de Bacharel em Engenharia de Aquicultura da Universidade Federal da Fronteira Sul.

Orientador: Prof. M.Sc. Carlos José Raupp Ramos.

Esse trabalho de conclusio de curso foi defendido e aprovado pela banca em:l_f / 5/_2/ Corq

BANCA EXAMINADORA

\

N
|

Pl P AL ALA
Médich Veterihaio/ Carlos José Raupp Ramos, M.Sc Professor na UFFS

NegmoreMassx)..

Eng. Alexandre Manoel dos Santés, M.Sc. Professor na UFFS

S lide Howde

Bi6loga Silvia Romao, Dra. Professora na UFFS




Dedico esse trabalho a Mari, Kami e Mario, o

melhor da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por estar concluindo essa fase importante da minha vida.

A minha familia, Mario, Mari e Kami por me apoiarem cada dia, principalmente nos
momentos dificeis, 0 meu caloroso obrigado.

A minha mae pelo esforco dedicado a mim e pelo incentivo.

Ao professor orientador Carlos José Raupp Ramos pela orientacdo, pelas
oportunidades, revisdes e ensinamentos.

A equipe do projeto de extensdo “Identificacdo e Organizagdo do Sistema Produtivo
de Piscicultores da Regido de Laranjeiras do Sul: Aspectos Associados ao Manejo,
Monitoramento Ambiental, Controle Sanitario e Controle do Sistema de Producao”, pela
oportunidade de desenvolver praticas tdo necessarias para 0 complemento da teoria adquirida
no decorrer do curso.

A professora Silvia Romao pela oportunidade de desenvolver esse trabalho junto ao
projeto e por todos 0s ensinamentos.

Aos colegas do curso de Engenharia de Aquicultura Rubens, Helton, Jodo, Cristian,
Henrique e Antdnio, que participaram diretamente desse trabalho através do auxilio para
coleta de peixes para andlise.

A Amabile, Médica Veterinéria da Prefeitura Municipal de Laranjeiras do Sul, que me
acompanhou em todas as visitas para esse levantamento.

A Prefeitura Municipal de Laranjeiras do Sul por disponibilizar os funcionarios e
transporte para esse trabalho.

Aos professores do curso de Engenharia de Aquicultura pelos ensinamentos dedicados
a nos graduandos durante esses cinco anos de convivéncia.

A minha grande amiga Mariane pela amizade, companheirismo e apoio.

Aos amigos do curso de Engenharia de Aquicultura pelo convivio, apoio e incentivo.



RESUMO

A Lernaea spp., € um copépode parasita de peixes, nativo da Europa Ocidental e Asia,
que tem causado prejuizos econémicos em pisciculturas do Brasil. A patogenia causada por
Lernaea spp. cursa com perda de peso, lesdes ulcerativas que ddo lugar a necrose e, muitas
vezes infeccdo bacteriana ou micdética secundarias, tornando dificil a comercializagdo dos
animais. O objetivo desse trabalho foi realizar um levantamento sobre a presenca de Lernaea
spp. em ambientes de cultivo de propriedades vinculadas a Associa¢do de Produtores de Peixe
de Laranjeiras do Sul — PR (PEIXELAR). O trabalho foi realizado em conjunto com o projeto
de extensdo “Identificagdo e Organizagdo do Sistema Produtivo de Piscicultores da Regido de
Laranjeiras do Sul: Aspectos Associados ao Manejo, Monitoramento Ambiental, Controle
Sanitario e Controle do Sistema de Produc¢ido” da Universidade Federal da Fronteira Sul —
UFFS, com a Secretaria de Agricultura de Laranjeiras do Sul. Foram realizadas visitas em 43
propriedades associadas a PEIXELAR. Em cada propriedade foram coletadas amostras de
peixes de metade dos viveiros, escolhidos aleatoriamente. Foram feitas tentativas de captura
dos mesmos, com auxilio de tarrafa, onde dez peixes de cada viveiro foram selecionados,
entretanto, quando os peixes ndo eram capturados em dez tentativas encerrou-se a coleta no
viveiro. De um total de 43 propriedades visitadas foram capturados peixes em 39, sendo
diagnosticadas 8 propriedades com presenca de Lernaea spp. em peixes de cultivo, o que
representa 21% das 39 propriedades. Em 6 propriedades, o diagnostico foi dado como
suspeito, pois cinco deles relataram ter passado por problemas sanitarios com caracteristicas
de Lernaea spp. e um dos seis suspeitos utilizava a captacdo de agua de um vizinho que
possui Lernaea spp. instalada no cultivo. Foram consideradas negativas quanto a presenca do
parasito 25 propriedades. A Lernaea spp. pode dispersar-se sem controle, portanto a
participacdo do projeto de extensdo juntamente com a secretaria de agricultura e a
PEIXELAR foi de fundamental importancia no desenvolvimento desse trabalho, pois a partir
desse resultado, tais organizagOes podem discutir e implementar normas que visem a

prevencéo da disperséo da Lernaea spp.
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INTRODUCAO

A aquicultura apresentou um desenvolvimento crescente nas Gltimas décadas. De
acordo com a FAO (2014a) a aquicultura no Brasil tem melhorado sua classificagdo no
mercado mundial de producdo de pescados de forma significativa. Em 2010 o Brasil ocupou a
172 (décima sétima) posicdo no ranking mundial de producdo de pescados cultivados
(BRASIL, 2011). Em 2012 de acordo com a FAO (2014a), a piscicultura brasileira produziu
707.461 toneladas de peixes, representando 22,2% do total produzido no Continente
Americano, ocupando a 122 (décima segunda) posicdo no ranking mundial de producéo.
Segundo levantamentos preliminares do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), em 2013 o
Brasil produziu aproximadamente 2 milhdes de toneladas de pescado, sendo 40 % cultivados
(BRASIL, 2013). A andlise da producdo nacional de pescado por Unidade da Federacdo para
0 ano de 2011 demonstrou que o Estado do Parana é o maior produtor de pescado continental
do Brasil, com 73.831,1t., seguido pelos estados de Santa Catarina com 53.641,8t. e 0 Mato
Grosso com 48.748,3t. (BRASIL, 2011). Segundo o Instituto Paranaense de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural (EMATER), a producdo piscicola se concentra no oeste do estado,
em viveiros e tanques-rede, onde a espécie tilapia (Oreochromis niloticus) representa 84% da
producdo seguido pelo pacu (Piaractus mesopotamicus) 12% e por demais espécies 4%
(EMATER, 2014).

Diante do atual crescimento da producdo aquicola, tem se observado um maior
interesse dos produtores em evitar prejuizos causados por problemas sanitarios no cultivo,
pois estes acarretam significativas perdas na producdo, representado por problemas de
desenvolvimento, desnutricdo, retardo do crescimento e até morte dos animais. Takemoto
(2004) afirma que o estudo das patologias causadas pelos patogenos é importante, pois uma
das caracteristicas do parasitismo € o fato de causar doencas e perdas econdmicas. Luque
(2004) ressalta que o estudo de Ictioparasitologia, tem sido de certa forma, recentemente
incluido nos cursos de pds-graduacdo em Ciéncias Veterinarias e pouca mencao € feita nos
respectivos cursos de graduagdo. No Brasil existem poucos profissionais trabalhando no
campo da Parasitologia e Patologia de Peixes, os quais, dificilmente podem atender a
demanda (ONAKA, 2009).

O desconhecimento de técnicas adequadas para cultivos intensivos, assim como a
auséncia do controle sanitario em piscicultura, pode ser responsavel pela disseminagdo de

varios agentes causadores de enfermidades que podem ocasionar estresse aos animais,
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reducdo do crescimento, altas taxas de mortalidade, aumento dos custos da producéo e até
limitacbes na comercializacdo. Os peixes de cativeiro estdo sempre sujeitos aos ataques de
agentes causadores de doencas e de predadores, que quando ndo sdo combatidos a tempo
causam grandes estragos podendo colocar em risco toda a producdo (MARDINI e MARDINI,
2000). De acordo com Moraes e Martins (2004), crustaceos copépodos causam Sérios
problemas para cultivos de peixes e comprometem também os peixes silvestres. Segundo
Boeger (1999) dentre os parasitos mais comuns, a Lernaea spp. é a mais conhecida, devido a
seu tamanho e danos que causam a piscicultura.

Na regido centro oeste do Parana esta localizada Laranjeiras do Sul, o municipio
possui uma associagdo de produtores de peixes fundada em 2013 chamada Associagdo de
Produtores de Peixe de Laranjeiras do Sul — PR (PEIXELAR), que conta atualmente com 63
associados. O curso de Engenharia de Aquicultura da Universidade Federal da Fronteira Sul
instituiu 0 projeto de extensdo “Identificagdo e Organizacdo do Sistema Produtivo de
Piscicultores da Regido de Laranjeiras do Sul: Aspectos Associados ao Manejo,
Monitoramento Ambiental, Controle Sanitario e Controle do Sistema de Produgdo” que tem
atuado em 2014 com o acompanhamento de quatro propriedades que possuem cultivos de
peixes com finalidade comercial de forma néo sistematizada. Em seu subprojeto “Controle
Sanitario” foi verificada a presenca de Lernaea spp. em trés propriedades das quatro
trabalhadas no projeto. A PEIXELAR demonstrou a intencdo de desenvolver a producdo de
peixes em escala comercial em suas propriedades. Nesse contexto, surgiu a necessidade de um
levantamento acerca da presenca de Lernaea spp. em pisciculturas da PEIXELAR em
conjunto com a secretaria de agricultura de Laranjeiras do Sul.

A Lernaea spp. E um copépode parasita mais conhecido em pisciculturas do Brasil
(MARTINS, 2004), tem causado grandes prejuizos econémicos aos produtores, pois fixa-se
normalmente na base das nadadeiras, tegumento e branquias, causando patogenias que
atrapalham o desenvolvimento do animal podendo leva-lo a morte. Neste cenario “[...] a
histopatologia pode ser considerada uma ferramenta sensivel para deteccdo dos efeitos
produzidos por agentes externos pois traduz a lesdo integrada em funcdo da duracgdo e
intensidade da exposicdo sofrida e a capacidade adaptativa de um determinado tecido
(FERREIRA, 2004 p. 277). Portanto, a histopatologia € uma excelente ferramenta de
monitoramento e diagnodstico de alteracbes nos tecidos dos peixes, bem como de suas
possiveis correlacbes com o desempenho zootécnico. A branquia € um o6rgdo de vital
importancia para peixes, pois exerce varias funcdes entre elas trocas gasosas. A histologia de

branquias e epiderme podem servir de indicadores da inflamacao causada pelo parasita.



11

Fazer um levantamento sobre a ocorréncia de Lernaea spp. em cultivos de peixes da
PEIXELAR em parceria com a secretaria de agricultura de Laranjeiras do Sul pode contribuir
com um diagndstico situacional do parasito na regido, assim como no desenvolvimento da
associacdo, através de um levantamento da presenca do parasito, seu controle sanitario e
formas de prevencédo e formacdo de um banco de dados que possa fomentar a profilaxia e o

controle sanitario na regido.

1.1 OBJETIVO

Realizacdo de um diagndstico situacional em propriedades vinculadas a Associacdo de
Produtores de Peixe de Laranjeiras do Sul — PR (PEIXELAR) em parceria com a prefeitura
municipal de Laranjeiras do Sul, para detectar a ocorréncia do parasita Lernaea spp. em

peixes de cultivo.

1.1.1 Objetivo geral

Realizar um levantamento através de visitas para analise a campo e laboratoriais
relacionadas a presenca de Lernaea spp. em ambientes de cultivo de propriedades associadas
a Associagéo de Produtores de Peixes de Laranjeiras do Sul — PR (PEIXELAR).
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1.1.1.1 Objetivos especificos

o Identificar propriedades apresentam problemas sanitarios com Lernaea spp.;
e  Preparar cortes histologicos do tecido animal parasitado com Lernaea spp.;

e Analisar a reacdo inflamatéria e tecidual causada na area de inser¢do do parasita

Lernaea spp.
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2 CRUSTACEOS; COPEPODES; LERNAEA SPP.

Os crustaceos constituem um grupo diversificados de animais no qual se verificam
acentuadas variagdes morfofisioldgicas que proporcionam uma diversa ocupacao de habitats e
modos de vida (LIMA, 2013). Os crustaceos parasitas sdo organismos altamente modificados
cujos apéndices orais e natatorios tem se transformado em potentes 6rgdos de fixacdo ao
hospedeiro, com as consequentes repercussdes patogénicas (LUQUE, 2004). Existe uma
grande quantidade de crustaceos parasitos de peixes de agua doce, marinha e salobra, sendo
todos ectoparasitas, mesmo que sua localizacdo ndo seja visivel exteriormente (EIRAS;
TAKEMOTO e PAVANELLLI, 2006). Frequentemente sdo visiveis a olho nu, quando ndo sédo
visiveis exteriormente, ficam encistados. Conforme o0s mesmos autores podem ocorrer
pequenas bolsas localizadas por baixo do tegumento estando em contato com o exterior por
um pequeno poro.

De acordo com Moraes e Martins (2004), a parasitose por crustaceos pode ser a causa
da morte de alevinos e adultos em pisciculturas, tanto por serem vetores de doencas de
etiologia viral, quanto por transmitirem hemoparasitos de peixes. Os principais grupos que
compreendem parasitos crustdceos sdo os Copépoda, Branchiuria e Isopoda (EIRAS;
TAKEMOTO e PAVANELLLI, 2006).

Dentre o grupo dos crustdceos, 0s copépodes apresentam maior numero de
representantes (MARTINS, 2004). Moraes e Martins (2004), afirmam que existem cerca de
10.000 copépodos de vida livre e cerca de 1700 parasitos de peixes de agua doce e salgada.
Os copépodes fazem parte do zooplancton e sdo utilizados por muitos peixes como alimento.
Lima (2013) afirma que um grande fator que contribui para a diversidade morfoldgica de
copépodes parasitas € adaptacao das espécies, desenvolvida a partir da necessidade de fixar-se
no hospedeiro e assegurar a posicao neste. Em seu ciclo de vida “[...] ocorre uma fase livre
constituida por uma forma infestante (TAKEMOTO, 2004, p.190). Eiras, Takemoto e
Pavanelli (2006) descrevem que as formas parasitarias podem ser constituidas pelos adultos e
algumas formas larvais, podendo estar fixos através de 6rgdos de fixacdo mais ou menos
elaborados, ou ter alguma capacidade de movimentar-se a superficie do hospedeiro.

Dentro dos copépodes pertencentes a familia Lernaeidae, parasitos do género Lernaea
sdo considerados bastante patogénicos para peixes de agua doce sob 0 ponto de vista da pesca
e da piscicultura (VALENTIM, 2003). Os Lerneideos ou Lerneidos, compreendem a oitava

ordem dos crustaceos, cujos individuos vivem parasitando (CANTO e VALDEZ, 1864).
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A Lernaea spp. € o parasita copépode mais conhecido em pisciculturas do Brasil
(TAKEMOTO, 2004). A diferenciacdo entre as espécies do género Lernaea é baseado
principalmente na morfologia do érgdo de fixacdo (FAO, 2014b). Atualmente os estudos

ocorrem com mais frequéncia com L. cyprinacea (Linnaeus, 1758).

2.1IMORFOLOGIA E CICLO DE VIDA DA LERNAEA SPP.

A Lernaea spp. pertence a classe Crustacea, subclasse Copepoda, Ordem Lernaeoidea,
Familia Lernaeidae, género Lernea (PIZZOLATTI, 2000), é nativa da Europa oriental e Asia,
(KABATA, 1981). Possui simetria bilateral, corpo segmentado, provido de apéndices
articulados e cobertos por uma cuticula de quitina rigida ou semi-rigida (BOEGER, 1999).
Ambos 0s sexos de Lernaea spp. costumam se abrigar nas branquias sem parasitismo até que
a fecundacdo ocorra, para em seguida a fémea passe a parasitar e 0 macho morre (FAO,
2011). Boeger (1999) descreve a Lernaea spp. (Figura 1) com a cabeca (local onde se
localizam os 6rgdos dos sentidos e a boca) bastante reduzida comparada ao restante do corpo
(c). O corpo € tubular. As pernas (p) estdo distribuidas ao longo do tronco e o poro genital
ocorre pareado na porcdo posterior do animal. As fémeas apresentam frequentemente dois

sacos de ovos alongados (f) fixos aos poros genitais.

Figura 1 — Fémea de L. cyprinacea.

S,

£ ;”
L
Fonte: BOEGER (1999).
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As fémeas parasitas da familia Lernaeidae sdo maiores quando comparadas com
espécies de outras familias (LIMA, 2013). A mesma autora relata que a por¢do apds a cabeca
é modificada, em forma de ancora, 6rgao utilizado para fixacdo do parasita ao corpo do peixe
(Figura 2). A modificacdo da regido cefalica, chamada de ancora pode fixar-se em qualquer
regido do tegumento do hospedeiro, mas pode existir uma preferéncia de fixagdo préximo a
base das nadadeiras.

Figura 2 — Morfologia da Lernaea spp.

(a) 78 (b)

Fonte: MOREIRA, (2001).
Legenda: (A) e (B) L. cyprinacea, (C); L. polymorpha, (D); L. cruciata;. (a) processo anterior do corno dorsal,
(i) trés pares de patas, (m) boca, (p) processo posterior do corno dorsal, e (v) corno ventral.

Sdo parasitos fixos, como acontece com muitos outros copépodes, com uma parte
dentro dos tecidos dos hospedeiros e a outra fazendo saliéncia para o exterior. No hospedeiro
podem localizar-se na superficie corporal, branquias, boca, nadadeira e, em alguns casos em
orgdos internos (MORAES e MARTINS, 2004) e olhos e narinas (BOEGER, 1999). As
fémeas adultas podem ser vistas a olho nu e os copepoditos podem ser vistos ao microscopio.
As formas imaturas passam por varios estagios de desenvolvimento, sendo que as fases
planctdnicas transformam-se em copepoditos, quando tem inicio a vida parasitaria, fixando-se
na pele ou branquias do hospedeiro. A copula ocorre a partir da fase de copepodito IV, onde o
macho fecunda a fémea morrendo em seguida (MORAES e MARTINS, 2004).

A reprodugdo desses organismos é sexual. Em seu ciclo de vida as fémeas
planctdnicas ap6s copula, fixam-se ao hospedeiro definitivo (AVENANT-OLDEWAGE,
2011) e sofrem metamorfose, quando tem inicio o crescimento dos processos cefélicos junto
ao epitelio da superficie corporal ou bréanquias do animal parasitado (MORAES e MARTINS,

2004; LIMA, 2013). A fémea adulta possui um cefalotorax semiesférico pequeno que contém
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a boca. Ao lado apresenta um 6rgdo de fixacdo bem desenvolvido, consistindo de um
processo dorsal bifurcado e um processo ventral simples (MOREIRA, 2001). No local de
fixacdo do parasita, 0 6rgao de fixacdo e parte do tronco penetram no hospedeiro, enquanto a
maioria do tronco e o abddmen se projetam na agua (Figura 3). A fixacdo é necessaria para
que possa ser completado o ciclo de desenvolvimento da espécie e a fémea possa liberar 0s
ovos. Os ovos sdo liberados no meio aquéatico, dos quais nascem larvas de vida livre

denominadas naupilos, que chegam a vida adulta sem parasitar nenhum peixe (FAO, 2011).

Figura 3 — Fémea adulta in situ.

Fonte: CABI, (2012) apud Robert JG Lester & Craig Hayward.

Avenant-Oldewage (2011), descreve que para o ciclo de desenvolvimento de L.
cyprinacea ocorrem trés estagios de naupilos, cinco estagios de copepoditos, dos quais 0
ultimo estagio da origem a ciclopdides machos e fémea (Figura 4). A Lernaea spp. possui
incidéncia maior no verdo, pois de acordo com Moraes e Martins (2004) nédo se reproduz em
temperaturas inferiores a 14°C, mas acima de 25°C pode produzir milhares de larvas por
cerca de 2 a 16 semanas. Moreira (2001) relata que a temperatura 6tima varia de 26°C a 28°C,
dessa forma em climas temperados o parasita € comum no final do verdo. Naturalmente
ocorrem mais em ambientes Iénticos do que I6ticos. Em pesquisa realizada por Mahmoud e
Hermiz (1973) foi demonstrado que a primeira fase de copepodito apareceu 3 a 4 dias apos a
eclosdo e o ciclo de vida do ovo ao adulto maduro foi concluido em 13 a 14 dias a 22°C a
25°C.
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Figura 4 — Ciclo de vida de L. cyprinacea.
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Fonte: Avenant-Oldewage (2011).

Os estagios de naupilos sdo de natacdo livre sem alimentacdo. Copepoditos de ambos
0s sexos sdo frequentemente encontrados nas branquias dos hospedeiros e aparentemente se
alimentam de tecidos dérmicos e epidérmicos. A alimentacdo da fémea metamorfoseada
ocorre atraves de eritrocitos gerados pelos danos da fixacdo das ancoras provenientes da
metamorfose da regido cefalica que sdo incorporadas suavemente no tecido do hospedeiro
(MOREIRA, 2001). Esse processo é reforcado pela secrecdo de enzimas digestivas. Em
tilapia os copepoditos sd@o achados principalmente na cavidade bucal. O desenvolvimento
desse parasita € muito influenciado pela temperatura. Ainda, segundo Moreira (2001), a 20°C
0 naupilo demora sete dias para transformar-se em copepodito, e abaixo desta temperatura
cessa seu desenvolvimento. O ciclo de vida depende da temperatura da agua podendo durar
100 dias a 14°C, 20 dias a 24°C e de 7 a 13 dias a 28°C podendo ocorrer até dez geracdes em
1 ano (PIZZOLATTI, 2000). De acordo com a FAO (2014b), a parasita fémea desenvolve em
trés fases:
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[...] parasita bebé, ao qual lembra um fio de cabelo branco e fino e ndo possui sacos
ovigeros, a segunda fase é de um parasita maduro; possui cor branca com intestino
visivel e um par de sacos ovigeros verdes proximo ao poro genital e na terceira fase,
parasita velho que apresenta coloracdo turva e consisténcia macia, comumente é
acompanhado por muitos protozoarios como por exemplo Epistylis sp. e morrem
rapidamente se estiverem fora do animal.

Em tilapia os parasitas Lernaea spp., sdo encontrados principalmente na cavidade
bucal, e em trutas podem causar cegueiras (PIZZOLATT]I, 2000).

Dos copépodes conhecidos no Brasil, a espécie mais estudada nos Gltimos anos é sem
duvida L. cyprinacea (Linnaeus, 1758), (GABRIELLI e ORSI, 2000). Lima (2013, p. 392)
descreveu uma lista de peixes de agua doce do Brasil hospedeiros de L. cyprinacea até o ano
de 2012, sendo eles:“[...] Astyanax bimaculatus, Colossoma macropomum,
Ctenopharyngodon idella, Cyprinus carpio carpio, Franciscodoras marmoratus, Hoplias
malabaricus, Leporinus macrocephalus, Leporinus sp., Oreochromis niloticus niloticus,
Pachyurus squamipennis, Piaractus mesopotamicus, Pimelodus blochii, Poecilia sphenops,

Prochilodus brevis, Rhandia sapo, Schizodon intermedius e Xiphophorus maculates.

2.2 EFEITOS PATOGENICOS

Os peixes sobreviventes da parasitose por Lernaea spp. apresentam lesbes
tegumentares resultantes da fixacdo, que podem sofrer ataques secundarios por fungos e
bactérias. Peixes com infestacfes macicas apresentam natacdo erratica chocando-se contra as
paredes do tanque, sobem a superficie da 4gua e se aglomeram nos vertedouros (MORAES e
MARTINS, 2004). Os animais parasitados mostram-se apaticos, com anorexia e hemorragias
puntiformes no corpo, perdem o senso da direcdo e sobem a superficie formando aglomerados
(LUQUE, 2004). Segundo Lima (2013), os animais afetados podem ter perda de equilibrio,
natacdo erratica e letargica, diminuicdo do apetite ou interrupgédo da alimentacéo entre outros
sinais clinicos. Segundo FAO (2011), os peixes parasitados tornam-se desnutridos e
enfraquecidos, apresentando movimentos natatérios rapidos, se chocam sobre a superficie do
substrato que se encontram no viveiro afim de desprender o parasita. Gabrielli e Orsi (2000)
descrevem que os principais danos causados pelo parasito nos peixes parece ser nas branquias

provocando hemorragias e necroses, com consequente diminuicéo da eficiéncia respiratoria.
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As fémeas pods-metamorficas de Perulernaea gamitanae provavelmente podem
produzir uma anemia primaria em peixes (LIMA, 2013). Os copepoditos de L. cyprinacea
geralmente estdo fixados nas branquias dos peixes, especialmente ciprinideos e outras
especies (MOREIRA, 2001). Pizzolatti (2000) cita que posteriormente 0s copepoditos se
fixardo e desenvolverdo no corpo do hospedeiro. No local de fixagéo, observa-se aumento da
secrecdo de muco, inflamagao, zonas hemorragicas e ulceradas (Figura 5).

Figura 5 — Lernaea spp., inserida da nadadeira caudal de C. carpio.

A

Fonte: CARRIEL, (2014).

De acordo com Lima (2013), em hospedeiros de pequeno porte, 0s 6rgaos internos
podem ser afetados, e Conroy e Conroy (2004) relatam que as lesdes causadas por Lernaea

spp.tornam dificil a comercializacdo dos animais.
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2.3DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A L. cyprinacea tem distribuicdo mundial, normalmente em Carassius carassius,
embora tenha sido relatada parasitando outras 45 espécies (CABI, 2012). De acordo com a
FAO (2014b), as trés espécies do género Lernaea mais prevalentes sdo L. polymorpha, L.

cyprinacea, L. ctenopharyngodontis.

2.3.1 A Lernaea spp. no mundo

A Lernaea spp. foi amplamente distribuida com a translocacdo global das carpas, e
agora esta registrada em 45 espécies de ciprinideos, bem como outras ordens de peixes como
os siluriformes (LIO-PO e SUSAN LIN, 2002). Na Asia, Europa, América do Norte e
Oceania, esse copepodo tem causado danos significativos e intensivos (VALENTIM, 2003).

De acordo com a FAO (2014b), a Lernaea cyprinacea € uma espécie oportunista que
afeta peixes de diversas familias e é amplamente distribuida na Eurésia, América do Norte e
Africa do Sul, principalmente via translocac&o de ciprinideos para consumo e ornamentais. A
L. cyprinacea se distribuiu em paises como India, Nepal, Bangladesh, Tailandia, Malasia,
Vietnam, China e Japdo (LIO-PO e SUSAN LIN, 2002). A lerneose € generalizada nas
provincias de Guangdong, Guangsi e Fugian, China, de acordo com a FAO (2014b) nessas
areas a incidéncia é alta, a intensidade é grande e a temporada de prevaléncia é alta.
Exemplares de Lernaea spp., também estdo infectando peixes da Europa Central, América do
Norte e Australia (AMINA, 2009). De acordo com o CABI (2001), a L. cyprinacea esta
presente na Asia (China, India, Filipinas e Tailandia), no continente Africano: Egito; na
America do Norte: (Canada e EUA); na América do Sul: Brasil, e na Europa: (Bulgaria, Italia,
Federacdo Russa e Jugoslavia - Sérvia e Montenegro). Espécimes de Lernaea spp. foram
encontrados na bacia do rio Mashkid, Iran (MALEKZEHI, 2014). Lernaea spp. e
Opistholernaea spp.; os lerneideos L. cyprinacea, L. hargingi, L. tilapiae, y Opistholernaea
sdo relatados em diversas espécies de tilapia na Africa e em Israel (CONROY e CONROY,
2004).
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2.3.2 A Lernaea spp. no Brasil

A espécie mais conhecida da familia Lernaeidae, a L. cyprinacea foi introduzida no
Brasil junto com a importagdo de carpas hungaras, onde disseminou-se no ambiente aquatico
Brasileiro a partir das criagdes de peixes por volta de 1984 (LIMA, 2013; CEPAN, 2011;
LIMA, 2007; LUQUE, 2004; MORAES e MARTINS, 2004; MARTINS, 2004; GABRIELLI
e ORSI, 2000).

A Lernaea spp. é encontrada em diversas bacias hidrogréaficas, apresenta baixa
especificidade parasitaria, podendo ocorrer em espécies nativas ou exdticas de peixes e até
mesmo em girinos e ras (LIMA, 2013). Apesar desses parasitos terem sido introduzidos no
Brasil parasitando carpas, existe a possibilidade de estarem parasitando peixes nativos dos
rios Brasileiros (GABRIELLI e ORSI, 2000). Escapes acidentais de peixes de cultivo podem
viabilizar a disseminacdo de patdgenos e parasitos para 0 ambiente natural. De acordo Orsi e
Agostinho (1999), que estudaram o escape acidental de peixes de cultivos em rios da Bacia do
Rio Parand, concluiram através de levantamento em 38 pisciculturas atingidas por cheias entre
janeiro e fevereiro de 1997, que 1.292.000 individuos dispersaram-se em rios da regiao.

No Sul do Brasil, Valentim (2003), na primeira pesquisa Brasileira que comparou
protocolos para extracdo de DNA de Lernaea spp., constatou que exemplares de piraputangas
(Brycon sp.) cultivados no municipio de Cornélio Procépio, no estado do Parana, se
apresentavam naturalmente infestados pelo parasita. No nordeste do Rio Grande do Sul um
estudo relatou o parasitismo por L. cyprinacea em Astianax bimaculatus provenientes de
ambiente natural na cidade de Antdnio Prado, em de 20 peixes analisados, cada um
apresentava de 12 a 39 parasitas (GALLIO, SILVA E MONTEIRO, 2007).

Em estudo realizado por Magalhédes (2006), detectou-se pela primeira vez a presenca
de lerneose no caracideo nativo A. bimaculatus do riacho Santo Antonio, bacia do Rio Paraiba
do Sul, estado de Minas Gerais, sudeste Brasileiro. O mesmo autor acredita que o parasita
surgiu do intenso cultivo de peixes de aquario, no maior polo de peixes ornamentais do Brasil.
Na mesma regido do Brasil, um levantamento de parasitos realizados em piabanhas género
Brycon, provenientes de pisciculturas do norte fluminense do estado do Rio de Janeiro,
detectou copépodes do género Lernaea spp., com prevaléncia de 31,7 % nos peixes analisados
(FERNANDES et al, 2006). Tavarez-Dias et al. (2001), analisou a fauna parasitaria de 433
espécimes de teledsteos oriundos de “pesque-pagues”, no municipio de Franca, S&o Paulo, no

periodo de abril de 1998 e marco de 1999, e L. cyprinacea apresentou uma carga parasitaria
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de 2,1% em P. mesopotamicus, 15,3% em Tambacu (C. macropomum (fémea) x P.
mesopotamicus (macho)).

No nordeste do pais, Assis, Cavalcante e Brito (2014) analisaram o risco de invaséo de
invertebrados ndo comerciais utilizando quatro lojas de aquérios de Aracaju, 0s autores
registraram L. cyprinacea em todas os estabelecimentos parasitando “peixe-japondes” C.
auratus; “cascudo” hypostomus sp.; “molinesia negra” P. sphenops; “guppy” P. reticulata e
“Cauda de espada” X. hellerii. Ha relatos ndo publicados do Laboratério de Aquicultura da
Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, “guppy” P. reticulata adquiridas em lojas de

aquério de diferentes localidades do estado apresentaram parasitose por Lernaea spp.

2.4 TRANSMISSAO

A transmissdo ocorre através da agua ou pela introducdo de peixes infectados no
ambiente. A movimentacdo de anfibios pode estar envolvida na transmissdo, ou até mesmo o
estagio de naupilo pode ser transportado por pequenas distancias aderidos na plumagem de
aves aquaticas (PIZZOLATTI, 2000).

2.5 DIAGNOSTICO

As fémeas adultas podem ser vistas macroscopicamente, copepodidos requerem a
utilizacdo de microscopio de dissecagdo (CABI, 2012). De acordo com a FAO (2011) o
diagndstico ocorre com a observacédo direta do parasita adulto no corpo do animal doente. O
diagnostico pode ser realizado com observagdo a olho nu ou com o auxilio de uma lupa,
embora fémeas jovens sem sacos ovigeros sejam mais dificeis de serem visualizadas. Boeger
(1999) sugere o diagnostico através do exame do zooplancton, com auxilio de uma rede de
plancton com abertura de malha de aproximadamente 100 a 150um, para avaliar sob a lupa a

presenca das formas larvais de Lernaea spp. nas amostras.

2.6 PROFILAXIA E TRATAMENTOS
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A principal profilaxia consiste em ndo introduzir individuos parasitados nas
pisciculturas. De acordo com a FAO (2011), a melhor opcdo de tratamento é a drenagem total,
secagem e desinfeccdo do viveiro com cal viva para eliminar todas as fases do parasita,
inclusive o ovo. Para controle da enfermidade o ideal € manter corretas as condi¢des de
manejo, além do acompanhamento constante. A desinfeccdo de redes, pucas ou qualquer
outro equipamento utilizado na rotina da piscicultura deve passar por desinfec¢do. Para
desinfeccdo do material utilizado no manejo dos peixes podemos fazer uso do formol 3%
(MARDINI e MARDINI, 2000).

Na auséncia de formulagdes que controlem a parasitose por Lernaaea spp. surgem
protocolos terapéuticos repletos de incerteza quanto a sua eficécia, impacto ambiental e perfil
hematoldgico dos peixes (MABILIA e SOUZA, 2006). Diversos autores registram o uso de
formalina, sal de cozinha e permanganato de potassio, entre outros, no tratamento da Lernaea
spp., com sucesso apenas relativo (BOEGER, 1999). O mesmo autor cita tratamentos néo
publicados com cloro e folhas de eucalipto (Eucalyptus spp.) ou pinus (Pinus spp.), que ainda
precisam ser corretamente avaliados.

Moraes e Martins (2004) recomendam o tratamento com diflubenzuron
(200g/1000m3), que pode eliminar até 100% dos parasitos presentes nos peixes. Duas
aplicacdes devem ser feitas num intervalo de 4 a 5 dias, caso contrario ha risco de ndo atingir
alguma fase de metamorfose do parasito. A eliminacdo do parasita requer tratamento durante
varias semanas, para quebrar o ciclo evolutivo no estagio larval. Mabilia e Souza (2006)
avaliaram o efeito de doses que variam de 0,0mg.L* a 1,0mg.L* de diflubenzuron sobre
alguns parametros hematoldgicos de R. quelen em banhos de 24 horas, e concluiram que as
doses nao apresentaram diferencas significativas na hematologia dos jundias.

Utilizado comercialmente com fins agricolas, o inseticida Dimilim® (diflubenzuron)
tem seu uso regulamentado para controle de pragas que atingem culturas de milho, tomate,
algodéo, trigo, citros e soja, atuando interferindo na deposi¢do de quitina, um dos principais
componentes da cuticula dos insetos (ADAPAR, 2014).

Dantzger (2013) revelou que o diflubenzuron é um composto nocivo a organismos
aquaticos, como algas, microcrustaceos e peixes, pois ocasionam alteracdes nas enzimas dos
organismos, representado em peixes por estresse oxidativo.

Em pesquisa que avaliou os efeitos do inseticida Dimilin® em parametros histologicos
do peixe “curimbata” P. lineatus, revelou que ocorreram alteracdes histolégicas no figado da

espécie, como o aumento do volume nuclear e celular, degeneragdo citoplasmaética e nuclear,
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vacuolizagdo nuclear e estagnacao biliar (MADUENHO et al., 2007). Tais principios podem
representar um comprometimento na satde dos peixes.

De acordo com Moreira (2001), o tratamento para adultos e formas livres pode ser
feito com cloreto de soédio, e o uso de véarias drogas como, por exemplo, compostos
organofosforados. Pavanelli, Eiras e Takemoto (2008) recomendam o uso de cloreto de sodio
para tratar lerneose numa concentragdo de 5% durante 1 a 2 minutos pelo periodo de 3 dias.

E comum a utilizacgdo de compostos organofosforados em pisciculturas para
tratamentos de doencas. Os inseticidas organofosforados estdo entre os biocidas mais usados
para controlar infestacdo de parasitas nos peixes de cultivo, destacam-se o “Paration Metilico”
e o triclorfon que agem por inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), que é uma enzima das
sinapses neuronais e neuromusculares, cuja a inibicdo acentuada mata os parasitas (SANTOS
et al., 2011). De acordo com Pizzolatti (2000) esses tratamentos séo efetivos, porém, devido
ao desconhecimento da biodegradabilidade dos organofosforados seu tratamento é proibido
em alguns paises.

O uso de triclorfon (Masoten®), em funcdo da susceptibilidade das espécies e do
quadro clinico apresentado pelos peixes, é necessario antes de fazer o tratamento, realizar um
ensaio com alguns exemplares (PIZZOLATT]I, 2000). Guimardes e Callil (2008) testaram se o
tratamento contra parasitos de peixes utilizando o organosfosforado triclorfon (Masoten ®)
alterou o comprimento total e a taxa de crescimento do peso de O. niloticus. Os resultados
mostraram que a diferenca entre o controle e o tratamento ndo foram significativos.

A concentracdo de 0,1mg/L de triclorfon na agua resulta em uma concentracdo de
0,0410mg/kg no musculo branco de pacus (P. mesopotamicus), sendo necessario um periodo
de 50 dias para a eliminagédo de 95% do triclorfon do tecido dos peixes (LOPES et al, 2006).
A resolucdo do CONAMA n°. 357 (BRASIL, 2005) ndo dispdem informacGes sobre as
concentragfes de organofosforados em &guas de classe Il (destinadas & aquicultura e
atividades de pesca), somente sobre inseticidas “malation” e “paration”, cujas concentragdes
permitidas sdo 0,1ug/L e 0,04ug/L, respectivamente.

Venturini (2010) avaliou a toxicidade aguda de P. mesopotamicus expostos a
concentragdo sub-letal de triclorfon (8mg/L™?, 10% da CL50; 96h) e concluiu que a
formulacdo MASOTEN® foi mais toxico para a espécie do que o triclorfon em outras
formulacGes para diferentes especies de peixes (Tabela 1).
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Tabela 1- Valores de CL50; 96h de espécies de peixes expostas ao triclorfon.

Espécie Valor da CL50:;96h Autores
Cyprinus carpio 15mg L’ Hashimoto et al. (1982)
Procambarus clarkii 0,73mg L’ Cebrian et al. (1991)
Oreochromis niloticus 21, 7mg L’ Alkahem et al. (1998)
Cherax destructor 0,093 mg L’ Qin e Dong (2004)
Oryzias latipes 17.6mg L’ Yoshimura e Endoh (2004)
Piaractus mesopotamicus 0,19mgL" Matagueiro et al. (2008)
Cichlasoma uropthalmus 17,2mg L Flores-Nava e Vizcarra-
Quiroz (2008)
Colossoma macropomum 0,82mgL" Rocha (2009)
Piaractus mesopotamicus 0,07 mg L Presente trabalho

(jovem)

Fonte: VENTURINI (2010).

As respostas dos organismos aquaticos dependem da formulacdo do pesticida, do
tempo e das caracteristicas da espécie em tratamento.

Alguns estudos com extratos de Pinus sp. tem demonstrado eficacia contra Lernaea
spp. Toro (2003), avaliou a atividade de resina de Pinus elliottii contra L. cyprinacea “in
vitro”, os resultados mostraram que fracGes do 6leo de vapor e de cloroférmio da resina em
concentracdes de 0,5ppm foram eficazes. O mesmo estudo mostrou que a toxicidade aguda
(DL50) de resina bruta para Leporinus sp., com idade de 1 més foi estabelecida em 200ppm, o
gue garante sua utilizacao segura.

A eficécia de doramectina administrado via oral e via parenterais contra infeccdes de
L. cyprinacea foi estudada em carpas. Hemaprasanth et al. (2008) sugere que a incorporagédo
de doramectina em alimentos para peixes na dosagem de 1mg/kg € adequado para o
tratamento do parasita, porém necessita estudos mais detalhados quanto a toxicidade e o
impacto ambiental.

Mahmoude e Hermiz (1973) em experimento com o controle de L. cyprinacea,
concluiu que a eliminacdo completa do parasita foi conseguida atraves da utilizacdo de
0,8:10.000 de formalina e 0,3 a 1ppm de Dipterex. O mesmo estudo mostrou que o Dipterex®
deu um efetivo controle nos parasitos ap0s quatro tratamentos bissemanais a uma taxa de

1ppm.
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2.7 HISTOPATOLOGIA

A histologia de tecidos € uma excelente ferramenta para auxiliar no diagnostico de
animais parasitados. Alteragdes histoldgicas representam marcadores dos efeitos cumulativos
de agressdes exogenas sobre um determinado organismo (FERREIRA, 2004). Tais alteraces
podem ser mensuradas através da constatacdo e quantificacdo da morfologia e funcéo celular,
atividade de proliferacdo, eliminacdo de substancias como secre¢des granulares ou granulos
intracitoplasmaticos, bloqueio da atividade celular até degeneracdo e morte (BUENO
GUIMARAES, 1999). As analises de branquias e epiderme sdo importantes para analisar a
reacao causada na anatomia do animal frente o parasitismo por Lernaea spp.

A branquia é um orgdo de vital importancia para peixes. Chavichiolo (2009, p. 604)
descreve a multifuncionalidade das branquias “[...] este 6rgdo € responsavel pelas trocas
gasosas, processos de osmorregulacdo, equilibrio acido-béasico, transporte e excrecdo de
acidos nitrogenados e ainda funcdo sensorial na degustacdo”. As seguintes estruturas
compdem as branquias: arcos branquiais, filamentos, também denominados lamelas primarias
e lamelas, denominadas secundarias, “[...] quatro arcos branquiais estdo presentes em cada
lado da faringe e duas fileiras de filamentos tém origem em cada um dos arcos branquiais e
estdo unidas por uma estrutura comum continua ao arco branquial, onde se localizam
musculos e nervos, o septo interbranquial” (FERNADES e MORON, 2014, p. 205).
Revestindo o arco branquial, os rastros, os filamentos branquiais e as regides interlamelares
encontra-se o epitélio branquial (MACHADO, 1999). Esse epitélio é estratificado composto
por diversos tipos celulares. O epitélio interlamelar (Figura 1A) presente na lamela primaria
contém diferentes tipos de células “[...] pavimentosas (CPV) rica em mitocondria ou cloreto
(CRM ou CC), mucosa (CM), ‘rodlet’ (CR), indiferenciada (CI) e neuroepitelial (CN),
(FERNADES e MORON, 2014, p. 209). Os mesmos autores afirmam que o epitélio do
filamento é estratificado e a camada de células externa, em contato direto com a agua é
constituida por células pavimentosas (>90%) e as células indiferenciadas se localizam
préximo a membrana basal.

As lamelas secundarias ou lamelas respiratdrias sdo estruturas em forma de meia lua,
que partem lateralmente ao longo dos filamentos branquiais e sdo responsaveis pelas trocas
gasosas. Segundo Fernandes e Moron (2014) o epitélio lamelar contém duas camadas de
células apoiadas na membrana basal e formam uma membrana delgada que separa 0 meio

externo do sangue. A camada interna € constituida por células indiferenciadas e a camada
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externa em contato com 0 meio aquético é constituida principalmente por células
pavimentosas. Quando ocorre o comprometimento das lamelas secundérias ocorre uma
diminuicdo da area de troca gasosa na respiracdo do animal. O tegumento compreende trés
camadas principais, representados pela epiderme, a derme (corium) e o tecido subcutaneo ou
hipoderme. A epiderme pode ainda ser dividida em camada exterior (cobertura), a camada
mediana e a camada basal (estrato germinativo). O tecido subcutaneo encontra-se abaixo da
derme e € ocupado, principalmente por células adiposas (DAUOD, AL-AAMERI e AL-
NAKEEB, 2009). Sado et al (2014, p. 13) descreve que em teledsteos “[...] a epiderme de
teledsteos apresenta células especializadas na produgdo de um muco (glicoprotéico), que além
da fungdo protetora mecénica apresenta funcdo hidrodindmica, minimizando o atrito da agua
com a superficie do corpo durante a locomoc¢do. Algumas espécies de peixe supostamente
produzem e armazenam em células localizadas na epiderme (células ‘club’) substancia de
alarme que quando liberada na 4gua induz respostas defensivas em coespecificos (SANCHES,
2011.
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3 MATERIAIS E METODOS

A PEIXELAR possui 63 produtores associados, entretanto até o momento do
levantamento apenas 43 tinham cultivos de peixes. O levantamento foi realizado através de
visitas as 43 propriedades rurais associadas a PEIXELAR no periodo de 22 de setembro a 14
de outubro de 2014.

3.1 VISITAS A CAMPO

As comunidades de Laranjeiras do Sul visitadas foram Gramadinho, Rio Verde, Rio
do Tigre, Rio Anteiro, BR 158 Km 127, BR 158 Km 01, Linha Séo José, Campo Mendes, Rio
Cachoeira, Boa Vista, Criciima, Colbnia Santo Antonio, Faxinal Grande, Herval Grande,
Barro Preto, Passo Liso, Pedreira, Invernada Grande, BR 277 Km 452, BR 277 Km 455,
Linha do Posto Watio e Torre da Telepar. As visitas abrangeram todas as regifes de
Laranjeiras do Sul (Figura 6).

O trabalho foi realizado em conjunto com a Secretaria de Agricultura de Laranjeiras
do Sul, que disponibilizou uma Médica Veterindria, um motorista, um automdvel e
combustivel para as 43 visitas. A equipe contou com no minimo trés pessoas em cada Vvisita,
coleta e andlise. O produtor foi informado quanto a dindmica e objetivo do levantamento e
dependendo do resultado da pesquisa as propostas que seriam encaminhadas futuramente
junto a PEIXELAR.



Figura 6 - Mapa de Laranjeiras do Sul ilustrando com um retangulo as sete regides e em
circulos as 43 propriedades visitadas.
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Fonte: Adaptado da Secretéria de Agricultura do municipio de Laranjeiras do Sul — PR.
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Em cada propriedade foram coletadas amostras de peixes de metade dos viveiros,

escolhidos aleatoriamente. Foram feitas tentativas de capturar, com auxilio de tarrafa, dez

peixes de cada viveiro selecionado, quando os peixes ndo eram capturados apés dez tentativas

encerrava-se a coleta no viveiro. Quando capturados os animais eram analisados no local,

caso ndo apresentassem sinais clinicos sugestivos de parasitose por Lernaea spp. eram

devolvidos ao viveiro, se apresentasse eram encaminhados ao laboratorio para confirmacao de

diagndstico, armazenamento ou processo histoldgico (Figura 7).



Figura 7 — Fluxograma da metodologia de anélise.
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A contencéo dos animais pode ser fisica ou quimica, onde na fisica faz-se a utilizagdo
das mdos ou de algum equipamento, na quimica utiliza-se tranquilizantes ou anestésicos
(RENAQUA, 2013). Nao foi utilizado contencdo quimica (anestésicos), pois poderia haver
influéncia no desligamento do parasito do corpo do animal. Para contencéo fisica utilizamos
as maos protegidas por luvas descartaveis e de tricd, bandejas brancas de polietileno, que
possibilitam uma superficie plana e higienizavel adequada a manipulacdo dos animais e
amostras, e balde plastico de facil higienizacdo (Figura 8). Os materiais como tarrafas,
bandejas, luvas, baldes foram higienizados em hipoclorito de so6dio na concentracdo de
15ml/L a cada visita. No local os animais foram mantidos em baldes com agua do préprio

viveiro enquanto se procedia a andlise visual minuciosa (Figura 9).

Figura 8 - Analise a campo.
SO ‘ \

r’\ Ve
Fonte: CARRIEL, 2014.

Figura 9 - Analise visual minuciosa a campo.
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Fonte: CARRIEL, 2014.
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Para diagnéstico da Lernaea spp., as fémeas adultas podem ser vistas
macroscopicamente e 0s copepoditos requerem uso de microscopia (MOREIRA, 2001).
Quando ndo detectados sinais clinicos de parasitose por Lernaea spp. 0S animais eram
devolvidos ao ambiente. Quando detectado o parasita Lernaea spp. encerrava-se a coleta e o
animal parasitado era encaminhado ao laboratorio de aquicultura da Universidade Federal da
Fronteira Sul.

Quando eram visualizados sinais clinicos sugestivos de parasitose por Lernaea spp. ou
duvida, o animal também era coletado e encaminhado ao laboratério de aquicultura para
andlise. Nos casos de encaminhamento da amostra ao laboratdrio foi realizada a eutanésia do
animal por sec¢do da medula espinhal. Para coleta de peixe para anélise, o ideal € que os
peixes sejam transportados vivos em sacos plasticos com &gua e oxigénio. Nesse caso, pela
dificuldade em transportar um cilindro de oxigénio os animais foram eutanasiados e
embalados individualmente em sacos plasticos, separados do gelo com papel para evitar a
acao de queimadura pelo resfriamento.

Para analise laboratorial foi seguido o modelo de anélise proposto por Eiras, Takemoto
e Pavanelli (2006), que sugerem uma analise macroscépica inicial de tegumento, branquias,
narinas, boca, olhos e nadadeiras, seguido por raspados do tegumento e branquias para
visualizacgdo em microscopio e retirada de branquias para visualizacdo em
estereomicroscopio. Para coleta de lerneideos torna-se dificil remove-los sem modificar a
ancora.

Os utensilios utilizados foram tesoura, laminas de bisturi, pincas, frascos de vidros,
formol 10% e &lcool 70%. As amostras encaminhadas ao laboratorio apresentavam aderidos a
face exterior do frasco uma etiqueta adesiva que com identificacdo numérica correspondente

ao formulario de necropsia.

3.2 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apds a analise laboratorial, os fragmentos selecionados nas analises foram submetidos
ao processamento histolégico. O processo histoldgico ocorreu com fixacdo em formalina

tamponada por 24 horas, transferéncia para alcool 70%, desidratacdo em série alcoolica em
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concentracdo crescente (alcool 80%, 90%, 95% e absoluto), (Figura 10), diafanizacdo e
clarificagdo em xilol, inclusdo em parafina liquida mantida em estufa a 56°C (Figura 11).

Figura 10 - Série alcoolica d
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Fonte: CARRIEL, (2014).

Figura 11 — Fluxograma da série alcodlica de fragmentos fixados em formalina por 24 horas.
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Fonte: CARRIEL, (2014).

Em seguida ocorreu a montagem de blocos em temperatura ambiente (Figura 12).
Posteriormente os blocos foram acoplados em micrétomo para realizacdo de cortes em 5um,
para a montagem em lamina histolégica, coloracdo com hematoxilina e eosina (Figura 13); e
montagem final com resina histologica e laminula (Figura 14).



Fonte: CARRIEL,

;(‘20’14).

Figura 13 — Processamento

¢
Fonte: CARRIEL,

Figura 14 — Fluxograma processo de coloragéo.

¥

(2014).
Legenda: 13A corte dos blocos de parafina em micrétomo na espessura de 5pum; 13B cortes em banho-maria;
13C; secagem em chapa aquecedora; 13D processo de coloracéo.

histoldgico.

Figura 12 — Montagem de blocos em parafina.
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Com a montagem das laminas histologicas sera possivel analisar a reacao inflamatéria
causada no local de inser¢do no tecido causada por parasitas, visualizar em microscopio a
zona de necrose onde o parasita se insere na musculatura, podendo se estender até a lamina
epitelial e tecido conjuntivo, assim como celulas responsaveis pela resposta a reagédo

inflamatoria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram visitadas 43 propriedades rurais associadas a PEIXELAR, que representam a
totalidade dos associados que possuem atualmente cultivo de peixes. Tais propriedades estéo
distribuidas em todas as regides do municipio de Laranjeiras do Sul.

4.1 PRESENCA DE LERNAEA SPP. NAS PROPRIEDADES DA PEIXELAR.

Das 43 propriedades visitadas foram capturados peixes em 39 destas. Foi
diagnosticado 8 propriedades com presenca de Lernaea spp. em peixes de cultivo, que
representa 21% das 39 propriedades onde foram coletados peixes (Grafico 1). Em 6
propriedades, o diagndstico foi dado como suspeito, pois 5 dos produtores suspeitos relataram
ter passado por problemas sanitarios com caracteristicas de Lernaea spp. e um dos seis
suspeitos utilizava a captacdo de agua de um vizinho que possui infestacdo por Lernaea spp.

no cultivo. Foram consideradas negativas quanto a presenca do parasito 25 propriedades.

Gréfico 1- Percentual de propriedades identificadas como negativas, positivas e suspeitas
guanto a presenca de Lernaea spp. em pisciculturas associadas a PEIXELAR — PR.

Presenca de Lernaea spp. em pisciculturas
da PEIXELAR

64%

M suspeito M positivas negativas

Fonte: CARRIEL, (2014).
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Das sete regides visitadas de Laranjeiras do Sul, ocorreram Lernaea spp. em trés delas,
com maior frequéncia na regido 1V, seguido pela regido Il e 111 (Figura 15).

Figura 15 - Mapa do municipio de Laranjeiras do Sul identificando regides positivas e
suspeitas quanto a presenca de Lernaea spp.
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Fonte: Adaptado da Prefeitura Municipal de Laranjeiras do Sul (2014).
Legenda: retdngulos vermelhos: regides onde foram detectada a presenca de Lernaea spp., com circulos
vermelhos as localidades onde foram encontradas Lernaea spp. e em circulos azuis as propriedades suspeitas.

Comparando as trés regifes onde foram detectadas parasitoses por Lernaea spp. a
regido IV apresenta atividade piscicola com maior desenvolvimento comparado as demais
regides. Nessa localidade a média de viveiros em producdo é de 6,25 seguidos por 5,67 da

regido Il e 2 da regido 11, todos com densidades indeterminadas de producdo (Grafico 2).
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Gréafico 2- Média de viveiros com produtividade nas regides Il, 111 e VII onde foram
detectadas Lernaea spp.

Média da quantidade de viveiros entre as trés
regides onde foram encontradas Lernaea spp.

regido lll

regido VII

0 1 2 3 4 5 6 7
Fonte: CARRIEL, (2014).

Das 25 propriedades negativas para presenca do parasita, todas possuem viveiros
construidos em nascentes, e dez dessas possuem apenas 1 viveiro, o que diminui as chances
de contaminacdo por Lernaea spp. via abastecimento.

Das 6 pisciculturas consideradas suspeitas, em 1 delas o produtor capta agua para
abastecer os viveiros de um cOrrego que passa por uma propriedade vizinha que possui
Lernaea spp. instalada no cultivo. Dos 5 proprietarios que relataram terem passado por
problemas sanitarios compativeis com as caracteristicas de Lernaea spp., um deles realizou
tratamentos com sal diretamente na dgua do viveiro, repetindo o processo trimestralmente,
seguindo sugestBes de um site de aquarismo na internet. Outro proprietario despescou 0
viveiro, consumiu e vendeu alguns peixes e realocou os demais em um viveiro de dimenséo
superior, nessa propriedade ndo conseguimos capturar nenhum peixe em dez tentativas. O
terceiro produtor ndo realizou nenhuma atividade para profilaxia ou tratamento e manteve os
animais em um viveiro isolado dos demais, nesse viveiro foram capturados somente alguns
lambaris (Astianax sp.). O quarto produtor realizou um tratamento e ndo teve novamente até o
momento problemas com Lernaea spp., € um quinto produtor ndo realizou nenhuma medida
profilatica ou tratamento e encontra o parasita instalado no sistema.

Das 8 propriedades diagnosticadas como positivas, foi coletado 1 exemplar de peixe
parasitado de cada propriedade e encaminhado ao laboratdrio de Aquicultura da Universidade

Federal da Fronteira Sul. Todo o material coletado estd depositado na colecdo de
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Ictioparasitologia do Laboratdrio de Aquicultura da Universidade Federal da Fronteira Sul, e
alguns foram submetidos ao processamento histoldgico (Figura 16).

Figura 16 - Animais parasitados com Lernaea spp.

-

L]
Fonte: CARRIEL, (2014).
Foram trazidos para analise em laboratério as seguintes espécies de peixes tilapia (O.
niloticus), carpa (C. carpio), lambari (Astianax sp), tambacu (C. mocropomum (F) x P.
brachypomus (M)), mandi (Pimelodus spp.), jundia (Rhandia sp.), piau (Leporinus sp.).
Foram realizadas quatorze andlises no laboratério de aquicultura de sete espécies de peixes
(Figura 17).



Figura 17 — Quadro das analises de sete espécies de peixes analisadas no laboratorio de

aquicultura para presenca de Lernaea spp.

Analise
mimero | Espécie Nome Comum | Parasita Patogenia
1| O niloticus Tilapia Nio Encontrado | Ferimentos
2| Rhamdia sp. Jundia Lernaea spp. Ferimentos
Lesdo
3 | Oreochromis niloticus Tilapia Nio Encontrado | Intestinal
4| C. carpio Carpa Lernaea spp. Ferimentos
5| Rhamdia sp. Jundia Lernaea spp. Ferimentos
6| Leporinus sp. Piau Lernaeq spp. Ferimentos
7| C. carpio Carpa Nio Encontrado | Ferimentos
Sem
8| C. carpio Carpa Lernaea spp. ferimentos
9| Pimelodus spp. Mand1 Nio Encontrado | Ferimentos
C. macropomum (F) x P.

10| mesopotamicus (M) Tambacu Lernaeq spp. Ferimentos

1]| Astianax spp. Lambari Nio Encontrado | Ferimentos

12| C carpio Carpa Lernaeq spp. Ferimentos

13| O niloticus Tilapia Nio Encontrado | Ferimentos

C. macropomum (F) x P.
14| mesopotamicus (M) Tambacu Lernaea spp. Ferimentos

Fonte: CARRIEL, (2014).
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Durante o periodo de levantamento da Lernaea spp. (22 de setembro de 2014 a 14 de
outubro de 2014), de acordo com dados do projeto de extensdo “Identificagdo e Organizagdo
do Sistema Produtivo de Piscicultores da Regido de Laranjeiras do Sul: Aspectos Associados
ao Manejo, Monitoramento Ambiental, Controle Sanitario e Controle do Sistema de
produ¢do” que analisou semanalmente parametros de qualidade de agua de quatro
propriedades com cultivo de peixes, a temperatura média no més de setembro foi de 22,1°C, e
em outubro a temperatura média da agua foi de 23,71°C. Considerando que a faixa 6tima do
ciclo de vida de Lernaea spp. varia de 26°C a 28°C (MOREIRA, 2001), seria oportuno que
novos levantamentos fossem realizados nos periodos do ano onde a temperatura da agua em
Laranjeiras do Sul atinge valores mais altos. Em estudo realizado por Gabrielli e Orsi (2000) a
dispersdo de L. cyprinacea na regido norte do Parana teve maiores incidéncias parasitarias
durante os meses de setembro a marco.

Dados ndo publicados do projeto de extensdo “Identificagdo e Organizagdo do Sistema
Produtivo de Piscicultores da Regido de Laranjeiras do Sul: Aspectos Associados ao Manejo,
Monitoramento Ambiental, Controle Sanitario ¢ Controle do Sistema de Produgdo”, ocorridos
na mesma época do presente levantamento registraram a ocorréncia de Lernaea spp. em trés
pisciculturas que ndo pertencem a PEIXELAR. Seria conveniente um levantamento que

abrangesse todas as pisciculturas de Laranjeiras do Sul.
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Foram detectados organismos compativeis com o protozoario Epistylis sp. associado a
Lernaea spp. semelhante ao que descreve FAO (2014b). Valentim (2003) ao examinar em
microscopio entereoscopico fémeas adultas de Lernaea spp., coletadas de piraputangas
(Brycon sp.) naturalmente parasitadas, observou que a maioria apresentava tecido exdgeno ao
redor do pescogo, os quais foram identificados como fungo, com o auxilio do microscopio
otico.

Em quatro propriedades ndo foi possivel capturar os peixes através metodologia
utilizada, seria interessante em novos levantamentos a utilizacdo de uma amostra maior por
viveiro, afim de aumentar as chances de capturar mais amostras.

Fatores como falta de quarentena nas propriedades, transporte inadequado;
contaminacdo da agua de abastecimento; falta de higienizacdo dos equipamentos; animais
submetidos ao estresse e facilidade de adaptacdo do parasito as condi¢des ambientais da
regido, contribuem para infestacGes parasitaria por Lernaea spp.

Durante as coletas e andlise visual foram detectados animais com sinais clinicos de
outras doencas, porém, ndo foram coletados materiais para analise em laboratorio.

No laboratério foram retirados os parasitos e tecidos do hospedeiro para fixacdo em
formalina tamponada por 24 horas e preservacdo em alcool 70% (Figura 18), o
armazenamento feito em frascos de vidro devidamente identificados com um ndmero
correspondente a um formulario de necropsia (Anexo 1), onde constam dados da espécie
hospedeira, nome comum, data, local, parasito, quantidade e numero do formulario (EIRAS,
TAKEMOTO e PAVANELLLI, 2006).
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Figura 18 - Lernaea spp. preservadas em alcool 70% visualizadas em estereomicroscopio.

4.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS.

Foram realizados cortes histoldgicos de branquia e pele de R. quelen parasitados e nao
parasitados.

4.2.1 Cortes histoldgicos de branquias.

Branquias de animais da espécie R. quelen, parasitadas e ndo parasitadas por Lernaea
spp., foram processadas para posterior analise histolégica e suas estruturas foram comparadas.
As branquias parasitadas apresentam regides mantendo estrutura histolégica padrdo, com
lamelas respiratorias individualizadas e epitélio respiratorio delgado, indicando manutencédo
da funcéo respiratoria local. Porém foi observado um aparente aumento do numero de células
de muco entre as células do epitélio respiratorio (Figura 19). As células secretoras de muco
nas branquias sdo descritas como células grandes e similares as encontradas na pele dos
teledsteos (PERERA, 1993).
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Figura 19 — Histologia de R. quelen ndo parasitada e parasitada com Lernaea spp. e com
presenca de celulas produtoras de muco.
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Legenda: 19A: branquia de individuo R. quelen ndo parasitado por Lernaea spp., setas (F) filamento branquial e
(L) lamelas respiratorias, aumento 100X; 19B: branquia de individuo parasitado por Lernaea spp., setas (F)
filamento, (L) lamelas e (M) células de muco, aumento 100X. 19C: ampliagéo de lamelas respiratérias de animal
ndo parasitado, (M) células de muco aumento 1000 x; 19D: Ampliagdo de lamela respiratéria de animal
parasitado (M) célula de muco, aumento 1000 x. Coloracdo H.&E.

Foram encontrados parasitos (Lernaea spp.) inseridos na base dos filamentos
branquiais. As lesdes branquiais causadas pela insercdo das ancoras do parasita causaram
inflamacdo representada por uma infiltracdo leucocitaria, hiperplasia e consequente fusdo das

lamelas secundarias (Figura 20).
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Figura 20 - Branquia de R. quelen parasitadas por Lernaea spp.

Fonte: CARRIEL, (2014).
Legenda: Setas (L) Lernaea spp.; (1) Inflamacéo; (F) Fusdo das lamelas secundarias. Coloracdo H.&E. Aumento
40x.

4.2.2 Estrutura histoldgica do tegumento de R. quelen.

A estrutura histolégica do tegumento de R. quelen foi analisada, identificando-se uma
epiderme formada de epitélio estratificado, apoiada em uma derme composta de tecido
conjuntivo denso, uma hipoderme composta de tecido adiposo, seguido de tecido muscular
estriado esquelético (Figura 21).

Figura 21 — Epiderme de R. quelen n&o parasitada por Lernaea spp.

Fonte: CARRIEL, (2014).
Legenda: (E) Epitélio; (D) Derme; (M) Musculo; Setas: (MB) Membrana Basal; Tecido Conjuntivo; Coloracéo
H.&E., aumento 40 x.
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Em andlise histopatoldgica do tegumento de R. quelen parasitado por Lernaea spp.
identificou-se edema causado pela insercdo do parasita no tecido animal alterando a estrutura
anatdmica em funcdo de uma inflamacdo. O parasita causou alteracGes estruturais na
epiderme, derme e hipoderme com perda da camada epitelial na regido de insercéo do parasita
e presenca de leucdcitos em torno da insercdo da ancora e regides periféricas. Observa-se,

também, a presenca de Epistylis sp. parasitando Lernaea spp. (Figura 22).

Figura 22 - Tecido de R. quelen parasitado por Lernaea spp.
. 7. A e : .

D ..‘.-.. & ¢
Fonte: CARRIEL, (2014).
Legenda: Corte transversal de Lernaea (L); com Reagdo Inflamatdria (RI) no epitélio, tecido conjuntivo, tecido

adiposo e presenca do parasita Epistylis sp. (E) em torno do corte de Lernaea spp. localizada fora do tecido. ;
Coloragdo H.&E., aumento 40 x.

Em uma ampliacéo das regifes periféricas a insercdo do parasita, observa-se o tecido
epitelial com infiltracdo leucocitéria, o tecido conjuntivo com infiltracdo leucocitaria e
desestruturacédo das fibras colagenas e tecido adiposo com infiltracdo leucocitaria (Figura 23),

porém, ndo foi observada reagdo inflamatdria na musculatura dos animais analisados.
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Figura 23- Tecido epitelial (E) do tegumento de R. quelen com desestruturagéo celular e

A ,‘

(2014),

Legenda: 24A- Tecido epitelial, 24B- tecido conjuntivo denso e 24C- tecido adiposo, com presenca do parasita
Lernaea spp. (L) e Infiltracdo Leucocitaria (IL). Coloracdo H.&E., aumento 400X.

Fonte: CARRIEL,

As alteracOes teciduais do epitélio, na regido de insercdo do parasita, s&0 mais
intensas, com perda da estrutura padrdo e auséncia de tipos celulares (Figura 24).

Figura 24 - Tecido epitelial (E) do tegumento de R. quelen com desestruturacao celular e
infiltragdo | nsercéo de Lernaea spp.

v

XA TR
Fonte: CARRIEL, (2014).
Legenda: Aumento 1000X. Coloragdo H.&E.
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Na &rea ao redor da inser¢do do parasita houve uma neovascularizacao e presenca de

hemorragia (Figura 25).

Figura 25 — Neovascularizacao e hemorragia no epitélio de R. quelen causada pela insercéo de
Lernaea spp.

Fonte: CARRIEL, (2014).
Legenda: Setas (VS) vasos sanguineos; (E) epitélio. Aumento 1000x. Coloracédo H.&E.

A organizacdo histologica das branquias segue padrdo ja descrito para teledsteos, as
analises apresentaram, conforme descrito por Machado (1999) a presenca do epitélio
branquial, respiratorio, células pavimentosas, células secretoras de muco e células de cloreto.

O aumento das células de muco, hiperplasia e consequente fusdo das lamelas
respiratorias sdo alteracOes estruturais das brénquias, que causam uma diminuicdo da
eficiéncia respiratoria. As células secretoras de muco sé&o normalmente encontradas nos
filamentos, mas o muco pode ser encontrado sobre o epitélio respiratdrio em peixes expostos
a situacdo de estresse, sugerindo que as camadas de muco proteja as superficies lamelares
contra agentes infecciosos, toxicos e particulas em suspensdo (PEREIRA, 1993)

A organizagdo histologica do tegumento de R. quelen apresenta mesma estrutura
descrita por Faisal et al. (1988) que descreve que a penetracdo do parasita foi circundada por
uma cépsula de tecido conjuntivo fibroso e células inflamatérias, com extensa dilatacdo de

vasos sanguineos e hemorragia.
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A presenca de Lernaea spp., causou efeitos profundos na estrutura histologica
encontrada, demonstrando uma reagdo inflamatoria local, indicando uma tentativa de
combater a penetracdo do parasita no tecido do hospedeiro. A perda da camada epitelial torna-
se uma porta de entrada de agentes agressores secundarios oportunistas (LIMA, 2013;
MORAES e MARTINS, 2004; LUQUE, 2004;).

As anélises demonstram resultados compativeis com os obtidos por Bastos (1995) que
descreve infiltracbes leucocitarias mononucleares e neovascularizagdo com intensa
hemorragia ao redor dos apéndices de fixacdo dos parasitas.

Em nenhuma das andlises a reacdo inflamatoria contra o parasita chegou a atingir a
musculatura, como foi demonstrado por Sarmiento e Rodriguez (2013), que dentro do
musculo estriado o parasito foi rodeado por uma fina cuticula homogénea eosinofilica

(formacédo de tecido granulomatoso ao redor do parasito).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A Lernea spp. € um parasita exotico de peixes e encontra-se mundialmente distribuido,
inclusive em Laranjeiras do Sul. Diante dos prejuizos causados por Lernaea spp. é necessario
estar atento as préaticas preventivas de manejo para diminuir as chances do parasita se
desenvolver no ambiente de cultivo. Em todas as propriedades é importante desenvolver
medidas preventivas através das praticas de manejo orientadas por Engenheiro de Aquicultura
ou profissional da &rea que reduzam o estresse dos animais e consequentemente a
susceptibilidade a inimeras outras doencas.

A histologia mostrou que a Lernaea spp. reduz a area branquial de troca gasosas
diminuindo a eficiéncia respiratdria e causa inflamacdes na epiderme que podem direcionar o
investimento energético adquirido pelo hospedeiro para combater a inflamacgao causada pelo
parasita. Portanto, a Lernaea spp. influencia negativamente no crescimento, através da
reducdo da oferta de oxigénio dissolvido no ambiente aquatico e do redirecionamento
energético para funcdes vitais e ndo para o crescimento. Isso representa um entrave para a
producdo, visto que o objetivo das pisciculturas aqui tratadas é produzir proteina animal
através de uma racdo de qualidade para atingir um crescimento ideal para obtencgéo de retorno
econbmico. A Lernaea spp. pode dispersar-se sem controle, portanto a participacdo da
Secretaria Municipal de Agricultura como 6rgdo publico, da PEIXELAR e do projeto de
extensdo como representante de 6rgao publico de ensino foi de fundamental importancia no
desenvolvimento desse levantamento e estudo, pois a partir destes resultados os participantes
poderdo discutir e regulamentar normas que previnam a dispersdo da Lernaea spp. e outros
parasitos.

A realizacdo desse trabalho contribuiu grandemente para a formacdo, atraves de
praticas de extensdo a campo e andlises laboratoriais permitiu complementar a teoria

adquirida no decorrer do curso e conquistar novos conhecidos praticos e tedricos.
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