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PREFÁCIO  

Esta dissertação está dividida em três capítulos, sendo o primeiro a Introdução Geral, seguindo 

o formato alternativo proposto pelo Programa de Pós-Graduação em Biodiversidade Tropical 

(PPGBIO).  O artigo 1 é intitulado “Avermectins, praziquantel and levamisole have in vitro 

efficacy against Neoechinorhynchus buttnerae (Neoechinorhynchidae) in Colossoma 

macropomum, a Serrasalmidae from the Amazon”, aceito no periódico Journal of Fish 

Diseases (Qualis A2 - Biodiversidade), e segue as normas desse periódico (Anexo 1). O artigo 

2 intitulado “Efeitos da suplementação do levamisol e ivermectina na dieta de Colossoma 

macropomum (Pisces: Serassalmidae): toxicidade, hematologia e imunidade inata” será 

submetido ao periódico Diseases of Aquatic Organisms (Qualis B1- Biodiversidade), e segue 

as normas desse periódico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

Oliveira, Lígia Carvalho Dias. Eficácia in vitro de anti-helmínticos contra Neoechinorhynchus 

buttnerae (Acanthocephala) e toxicidade em Colossoma macropomum. Dissertação (Mestrado 

em Biodiversidade Tropical), 2019. Programa de Pós-graduação em Biodiversidade Tropical, 

Universidade Federal do Amapá. 

Este estudo investigou a eficácia in vitro do levamisol, praziquantel, loperamida, albendazol, 

febendazol, mebendazol, benzoato de emamectina e ivermectina em Neoechinorhynchus 

buttnerae de Colossoma macropomum, bem como a toxicidade, hematologia e imunidade inata 

desse peixe suplementado na dieta com levamisol e ivermectina. Loperamida, albendazol, 

fenbendazol, mebendazol foram ineficientes no tratamento in vitro contra N. buttnerae, 

enquanto benzoato de emamectina (100 mg/L), ivermectina (300 mg/L), levamisol (300, 350, 

400, 450 mg/L) e praziquantel (2500-2700 mg/L) tiveram 100% de eficácia contra N. buttnerae 

dentro de 24 horas. Nos ensaios dos efeitos de toxidade de ivermectina (4.500, 9.000, 13.500 e 

18.000 mg/kg) e levamisol (300, 600, 900 e 1200 mg/kg) na dieta de C. macropomum, avaliados 

durante 24, 96 e 240 horas de tratamento, as concentrações de ivermectina causaram 100% de 

mortalidade dos peixes dentro de 10 horas, mas nenhuma concentração de levamisol causou 

mortalidade ou alteração no comportamento dos peixes dentro de 10 dias de alimentação. Não 

houve alteração no número de eritrócitos, hematócrito, hemoglobina, CHCM e albumina em 

todos os tratamentos com levamisol, após 24, 96 e 240 h de alimentação. Porém, após 24 h o 

VCM dos peixes que receberam 900 mg/kg aumentou em relação aos controles. Além disso, as 

concentrações de 900 e 1.200 mg/kg causaram diminuição nas taxas de albumina: globulina 

quando comparadas aos controles e tratamentos com 300 e 600 mg/kg e os níveis de glicose e 

proteína total plasmática aumentaram nos peixes alimentados com 600, 900 e 1200 mg/kg 

quando comparados aos controles e tratamento com 300 mg/kg. Após 10 dias de alimentação 

com levamisol, houve aumento nos níveis de globulina dos peixes que receberam 600 mg/kg 

quando comparados aos controles, e a atividade respiratória de leucócitos também aumentou 

nos peixes suplementados com 900 e 1.200 mg/kg quando comparados aos demais tratamentos. 

Altas concentrações de ivermectina na dieta de C. macropomum não são toleradas, mas de 

levamisol são bem toleradas. Este primeiro estudo sobre alimentação com estes fármacos 

forneceu informações importantes sobre a efetividade do levamisol no sistema imune inato e 

indica que qualquer uma das concentrações testadas pode ser usada na dieta de C. macropomum 

para tratamentos antiparasitários. 

 Palavras-chave: antiparasitários, hematologia, parasitos, Acanthocephala, tambaqui. 



 

 

ABSTRACT 

Oliveira, Lígia Carvalho Dias. In vitro efficacy of anthelminthics against Neoechinorhynchus 

buttnerae (Acanthocephala) and toxicity on Colossoma macropomum. Dissertation of Master 

in Tropical Biodiversity, 2019. Postgraduate Program in Tropical Biodiversity, Federal 

University of Amapá. 

 

This study investigated the in vitro efficacy of levamisole, praziquantel, loperamide, 

albendazole, febendazole, mebendazole, emamectin benzoate and ivermectin in 

Neoechinorhynchus buttnerae of Colossoma macropomum, as well as the toxicity, hematology 

and innate immunity in fish supplemented in diet with levamisole and ivermectin. Loperamide, 

albendazole, fenbendazole, mebendazole were ineffective in the in vitro treatment against N. 

buttnerae, while emamectin benzoate (100 mg/L), ivermectin (300 mg/L), levamisole (300, 

350, 400, 450 mg/L) and praziquantel (2500-2700 mg/L) had 100% efficacy against N. 

buttnerae within 24 h. In the trials of toxicity effects of ivermectin (4500, 9000, 13.500 and 

18.000 mg/kg) and levamisole (300, 600, 900 and 1200 mg / kg) on the diet of C. macropomum, 

evaluated during 24, 96 and 240 h of treatment, the ivermectin concentrations caused 100% fish 

mortality within 10 h, but no concentration of levamisole caused mortality or alteration in fish 

behavior within 10 days of supplementation. There was no change in the number of 

erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, CHCM and albumin in all treatments with levamisole 

after 24, 96 and 240 h of feed. However, after 24 h, the MCV of the fish that received 900 mg/ 

kg increased when compared to the controls. In addition, concentrations of 900 and 1200 mg 

/kg caused a decrease in albumin: globulin ratio when compared to controls and treatments at 

300 and 600 mg/kg, and plasma glucose and total protein levels increased in fish fed 600, 900 

and 1200 mg/kg when compared to controls and 300 mg/kg. After 10 days of feeding with 

levamisole, there was an increase in the globulin levels of fish that received 600 mg/kg of 

levamisole when compared to the controls, and the leukocyte respiratory activity also increased 

in fish supplemented with 900 and 1200 mg/kg when compared to the other treatments. High 

concentrations of ivermectin in the diet of C. macropomum are not tolerated, but levamisole are 

well tolerated. This first study on diet with these drugs provided important information on the 

effectiveness of levamisole in the innate immune system and indicates that any of the 

concentrations tested may be used in the diet of C. macropomum for antiparasitic treatments. 

 Keywords: antiparasitics, hematology, parasites, Acanthocephala, tambaqui. 
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1. Introdução Geral 

A sociedade mundial enfrenta o enorme desafio de fornecer alimentos e meios de 

subsistência para uma população que excede 7 bilhões de pessoas, ao mesmo tempo em que há 

impactos das mudanças climáticas e degradação ambiental afetando a produção de recursos 

alimentares. A aquicultura representa uma boa alternativa para a produção de alimentos. Em 

2016, a produção total de peixe alcançou um recorde histórico de 171 milhões de toneladas, das 

quais 88% foram utilizadas para consumo do homem, graças à captura relativamente estável da 

produção pesqueira, redução de desperdício e crescimento continuado da aquicultura. Essa 

produção resultou em um consumo per capita recorde de 20,3 kg em 2016 (FAO, 2018). 

O continente sul-americano é conhecido por sua alta produção e exportação da pesca e 

aquicultura, mas não atingiu todo o seu potencial na piscicultura. O Chile e Brasil são dois dos 

maiores produtores de peixes da América do Sul. O Chile produz  principalmente peixes 

marinhos, enquanto o Brasil é importante para a produção continental, que tem o Colossoma 

macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui) como principal espécie nativa, devido as suas diversas 

características produtivas desejáveis (Valladão et al. 2018). 

No Brasil, a criação de peixes de água doce é o único setor da aquicultura presente em 

todos os estados, representando quase 80% da produção total (Saint-Paul 2017) com valor da 

produção em torno de R$ 3.5 milhões em 2016. Desta produção, a região Norte é responsável 

por 29,5%. O tambaqui representa 78,6% da piscicultura da região norte, com a produção 

nacional de quase 137 mil toneladas, representando 27% da produção total de peixes (IBGE, 

2018). Essa produção é geralmente baseada em sistemas de cultivo intensivo, caracterizados 

pelas elevadas densidades de estocagem, onde os peixes ficam mais suscetíveis ao estresse e 

consequentemente as infecções parasitárias (Tavares-Dias et al. 2001, Chagas et al. 2016, 

Lourenço et al. 2017, Jerônimo et al. 2017).  

Na última década, um dos principais problemas para o cultivo de tambaqui na região 

Norte tem sido as infecções por acantocéfalos Neoechinorhynchus buttnerae Golvan, 1956 

(Malta et al. 2001, Chagas et al. 2016, Lourenço et al. 2017, Jerônimo et al. 2017, Matos et al. 

2017; Lourenço et al. 2018). Altas cargas desse endoparasito podem afetar o crescimento do 

tambaqui, afetando assim a sua produção e produtividade e levando a perdas econômicas 

significativas (Silva-Gomes et al. 2017), devido a sua patogenicidade (Chagas et al. 2016, 

Jerônimo et al. 2017, Matos et al. 2017), necessitando, portanto, de controle antiparasitário para 

esse endoparasito. Estudos recentes estimam perdas econômicas de 84 milhões de dólares/ano 

devido as infecções parasitárias em peixes cultivados no Brasil (Tavares-Dias e Martins 2017). 
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Poucos estudos têm sido direcionados para avaliação da eficácia de anti-helmínticos comerciais 

no controle de acantocéfalos, bem como a toxicidade para os peixes (Taraschewski et al. 1990), 

incluindo o tambaqui. Portanto, há a eminente necessidade de estudos sobre tratamentos anti-

helmínticos para controlar infecções de N. buttnerae em tambaqui, bem como sobre a 

toxicidade desses tratamentos para esse importante peixe amazônico. 

 

1.1.O tambaqui Colossoma macropomum 

 O tambaqui, peixe da família Serrasalmindae, é considerado um dos maiores peixes de 

escamas de água doce da Amazônia, podendo pesar 30 kg e 1m de comprimento, quando em 

ambiente natural (Goulding e Carvalho 1982). Este peixe é nativo das bacias dos rios Orinoco 

e Amazonas e ocorre no Brasil, Venezuela, Colômbia, Peru e Bolívia (Araújo-Lima e Goulding 

1998, Saint-Paul 2017, Valladão et al. 2018). Assim, é a principal espécie cultivada na América 

Latina (Valladão et al. 2018). 

 Esse peixe apresenta excelentes características zootécnicas para a piscicultura (Saint-

Paul 1991, Van der Meer 1997), tais como reprodução em cativeiro, aceitação de alimentos 

artificiais (ração),  relativa resistência a doenças, ao manuseio e a baixa qualidade da água. 

Possui crescimento rápido, tolera altas densidades de estocagem, tem excelente  aceitação no 

mercado nacional e bom rendimento de carcaça. Além disso, pode ser usado na aquariofilia 

(Campos-Baca e Köhler 2013, Saint-Paul 2017).  

Na região norte do Brasil, embora a produção de tambaqui não seja recente, os 

problemas com a disseminação de N. buttnerae tem cerca de 18 anos, quando foi registrado o 

primeiro caso de mortalidade de peixes (Malta et al., 2001). Porém, não há estudos sobre o 

controle antiparasitário disponíveis para esse acantocéfalo, bem como sobre toxicidade de anti-

helmínticos químicos para tambaqui. 

 

1.2.Acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae 

Parasitos do filo Acanthocephala podem ser encontrados em meio terrestres e aquáticos 

marinhos e dulcícolas. Esses helmintos parasitam quase exclusivamente o intestino dos 

vertebrados e aderem-se aos hospedeiros usando uma probóscide espinhosa. Possuem ciclo de 

vida complexo que necessita de hospedeiros intermediários, que são, em geral, artrópodes 

crustáceos (anfípodes, copépodes, isópodes ou ostracodas) que vivem em ambiente aquático; 

ou coleópteros, caso o hospedeiro seja terrestre. Podem ter hospedeiros paratênicos (larvas de 

megaloptera e moluscos) e os hospedeiros definitivos são peixes, aves e mamíferos (Kennedy, 
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2006; Nickol, 2006). Os acantocéfalos adultos produzem grande quantidade de ovos que são 

ingeridos pelos hospedeiros intermediários, que compõem o zooplâncton, que por sua vez, são 

predados por vertebrados aquáticos como peixes, fechando assim o ciclo de vida do parasito, 

contaminando a água, o plâncton e os demais peixes adjacentes (Malta et al. 2001). 

Diferentes espécies de acantocéfalos ocorrem em peixes da Amazônia (Thatcher, 2006), 

mas N. buttnerae da família Neoechinorhynchidae ocorre em  tambaqui (Golvan, 1956, Malta 

et al. 2001, Matos et al 2017, Jerônimo et al. 2017) e seus híbridos tambatinga (C. macropomum 

x Piaractus brachypomus) e tambacu (C. macropomum x Piaractus mesopotamicus) (Silva et 

al. 2013, Dias et al. 2015). Este endoparasito tem ostracoides Cypridopsis vidua como 

hospedeiro intermediário (Lourenço et al., 2018) e o tambaqui como hospedeiro definitivo, 

sendo atualmente um grave problema para a piscicultura da região Norte do Brasil, devido a 

sua elevada carga que é frequente nos peixes cultivados (Jerônimo et al 2017, Matos et al. 

2017), levando a alterações histopatológicas. 

Em alevinos de tambaqui do estado do Amazonas cultivados em barragens, houve 

elevada mortalidade devido ao elevado parasitismo por N. buttnerae. A prevalência desse 

endoparasito foi de 100% e intensidade média de 125,3 parasitos por hospedeiro. A epizootia 

ocasionou oclusão do trato intestinal, prejudicando a capacidade de absorção de alimentos 

(Malta et al., 2001). Estudos recentes, em tambaquis de viveiro escavado de Rio Preto da Eva, 

no estado do Amazonas, relataram prevalência de 100% de N. buttnerae e intensidade média 

de 347,5 parasitos por hospedeiro (Lourenço et al. 2017). Em tambaquis de piscicultura do 

estado de Rondônia a prevalência também foi de 100% e intensidade média de 262 parasitos 

por hospedeiro (Jerônimo et al. 2017). No estado do Amapá também há relatos da infecção por 

N. buttnerae em tambaquis (Dias et al. 2015) e híbridos tambacu e tambatinga (Silva et al. 2013, 

Dias et al. 2015), mas em baixa carga parasitária quando comparado ao tambaqui.  

Em tambaquis infectados por N. buttnerae, estudos histopatológicos mostraram 

diferentes graus de penetração da probóscide no tecido intestinal superando a mucosa, a 

submucosa e a camada muscular e com edema submucoso. Houve aumento no número de 

células caliciformes, metaplasia e uma notável redução das vilosidades intestinais (Jerônimo et 

al. 2017; Matos et al 2017, Aguiar et al. 2018). Consequentemente, em alta infecção por N. 

buttnerae os peixes apresentam crescimento mais lento e com as lesões causadas no intestino, 

estes peixes param de se alimentar culminando em morte (Malta et al. 2001). Estudos recentes 

mostraram que esses endoparasitos afetam o crescimento de tambaqui em 200%, podendo 

impactar a renda bruta da propriedade em mais de 1000% (Silva-Gomes et al 2017). Portanto, 

são necessárias estratégias de controle das infecções de N. buttnerae em tambaquis cultivados. 



15 

 

 

 
1.3.O uso de anti-helmínticos químicos em peixes 

 

Em peixes, há duas formas de investigação da ação antiparasitária dos quimioterápicos: 

os ensaios in vivo e in vitro. A ação in vitro pode ser realizada usando placas de Petri ou tubos 

de ensaios. Os experimentos in vivo podem ser feitos usando banhos terapêuticos, quando o 

fármaco é acrescentado na água para matar ectoparasitos que comumente estão nas brânquias 

ou tegumento. Outra aplicação in vivo é usando o produto terapêutico na ração dos animais, 

principalmente para parasitos gastrointestinais (endoparasitos). Outro método pouco comum é 

a inoculação intravenosa dos agentes quimioterápicos, usado principalmente para peixes 

reprodutores de grande valor econômico. Em geral, é conduzida uma investigação previa, in 

vitro, das concentrações com eficácia para posterior aplicação do produtos quimioterápicos nos 

tratamentos in vivo (Sitjà-Bobadilla et al. 2006, Forwood et al. 2013, Chagas et al. 2016, Khalil 

et al. 2016). Estudos in vitro têm sido conduzidos para avaliar os efeitos de diferentes anti-

helmínticos contra algumas espécies de helmintos parasitos em algumas espécies de peixes, e 

os resultados mostraram diferenças na eficácia das concentrações, na dependência do anti-

helmíntico e tempo de exposição (Tabela 1). 

 



16 

 

Tabela 1.  Eficácia in vitro de diferentes anti-helmínticos para diferentes espécies de helmintos parasitos de peixes. 

Anti-helmínticos Espécies de helmintos  Hospedeiros Concentrações Resultados Referências 

Albendazol Anisakis spp. Micromesistius poutassou 0,5 e 1 mg/mL Sem eficácia  Romero et al (2014) 

Benzoato de 

emamectina 

Acolpenteron ureteroecetes Micropterus salmoides 50 mg/mL Eficácia de 100% após 17 h Reimschuessel et al (2011) 

Febendazol 

Cardicola forsteri Thunnus maccoyii 10 µg/mL Eficácia após 48 h Hardy-Smith et al (2012) 

Neoechinorhynchus rutili e 

Echinorhynchus 

truttae 

Oncorhynchus mykiss  500 µg/mL Sem eficácia  Taraschewski et al (1990) 

Ivermectina Acolpenteron ureteroecetes  Micropterus salmoides 100 mg/L Eficácia de 77,7% após 17 h Reimschuessel et al (2011) 

 

 

 

 

Levamisol 

Acolpenteron ureteroecetes  Micropterus salmoides 100 mg/L Eficácia de 90,0% após 17 h Reimschuessel et al (2011) 

Heterobothrium okamotoi  Takifugu rubripes 50 mL Eficácia de 100% após 3 h Hirazawa & Hata (2000) 

Neoechinorhynchus rutili e 

Echinorhynchus 

truttae 

Oncorhynchus mykiss 500 µg/mL Eficácia após 1 h Taraschewski et al (1990) 

Diplozoon paradoxum  Squalius cephalus e Abramis 

brama 

20 e 50 µg/mL Eficácia de 100% após 45 

minutos 

Schmahl & Taraschewski (1987) 

Loperamida 

Neoechinorhynchus rutili e 

Echinorhynchus 

truttae 

Oncorhynchus mykiss  50 e 100 µg/mL Eficácia após 60 e 30 minutos Taraschewski et al (1990) 

Mebendazol 
Dactylogyrus vastator Carassius auratus 0.02 e 0.04 mg/L Eficácia de 46,9%  Zhang et al. (2014) 

Acolpenteron ureteroecetes  Micropterus salmoides 100 mg/L Sem eficácia  Reimschuessel et al (2011) 

 

 

 

 

 

Prazinquantel  

Heterobothrium okamotoi  Takifugu rubripes 50 mL Eficácia de 100% após 1h Hirazawa & Hata (2000) 

Cardicola forsteri Carassius auratus 10 e 20 mg/L Eficácia de 100% após 24 h Zhang et al (2014) 

Cardicola forsteri Thunnus maccoyii 0,125 µg/mL Efetivo após 48 h Hardy-Smith et al (2012) 

Diplozoon paradoxum  Squalius cephalus e Abramis 

brama 

20 e 50 µg/ml Eficácia de 100% após 1 h Schmahl & Taraschewski (1987) 

Acolpenteron ureteroecetes Micropterus salmoides 500 mg/L Eficácia de 100% após 3 h Reimschuessel et al (2011) 

Dactylogyrus vastator Carassius auratus 14 mg/L Eficácia de 100% após 24 h Zhang et al. (2014) 

Neoechinorhynchus rutili e 

Echinorhynchus 

truttae 

Oncorhynchus mykiss  500 µg/mL Eficácia após 2 h Taraschewski et al (1990) 

Tagia ecuadori Sphoeroides annulatus 2,5 mg/L Eficácia de 100% Morales-Serna et al. (2018) 

Neobenedenia melleni Sphoeroides annulatus 3,0 mg/L Eficácia de 87% Morales-Serna et al. (2018) 
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Diferentes classes de anti-helmínticos (benzomidazóis, avermectinas, levamisol, 

loperamida, niclosamida e praziquantel) têm sido utilizados no controle antiparasitário na 

medicina humana e veterinária (Horton 2003, McKellar & Jackson 2004, Shirakashi et al. 2012, 

Dar et al. 2017), bem como para peixes (Zuskova et al. 2018). Avermectinas como a 

ivermectina, são utilizadas no controle de helmintos, pois seu modo de ação é paralisar 

seletivamente o parasito, aumentando a permeabilidade muscular (Martin 1997, Collymore et 

al. 2014). O benzoato de emamectina, outra avermectina, é um inseticida frequentemente usado 

no controle de nematoides e artrópodes parasitos da lavoura (Stone et al. 1999; Ramstad et al. 

2002; Bravo et al. 2008) e tem sido pouco utilizado no controle de parasitos de peixes. Em 

Oncorhynchus tshawytscha, 0.2 mg de ivermectina/kg não foi eficaz na eliminação de 

copépodes Salmicola californiensis (Johnson & Heindel, 2001). Porém,  para Danio rerio, 0.45 

mg de ivermectina/kg de dieta teve baixa eficácia (24%) contra nematoides Pseudocapillaria 

tormentosa, enquanto 0.25 mg de benzoato de emamectina/kg de dieta teve elevada eficácia, 

90% (Collymore et al. 2014). Em Dicentrarchus labrax, 100 µg de benzoato de emamectina/kg 

na ração mostrou eficácia de 74% contra o copépode Lernanthropus kroyeri, após 21 dias de 

tratamento (Tokşen et al. 2010). Porém, esses quimioterápicos não têm sido usados no controle 

de acantocéfalos de peixes. 

Entre outros anti-helmínticos, estão os benzimidazóis como albendazol, febendazol e 

mebendazol, que possuem mecanismo de interrupção na formação de microtúbulos, 

prejudicando a estrutura das células e secundariamente dificultando o transporte de glicose nos 

parasitos (Martin, 1997). Febendazol e mebendazol são compostos anti-helmínticos de amplo 

espectro, assim são muito utilizados para o tratamento contra tênias e parasitos gastrointestinais 

do homem e animais (Dar et al. 2017). Khalil et al. (2016)  demonstraram que Capillaria sp. de 

Bagrus docmac exposto a 5,5 mg/L de albendazol apresentaram lesões na cutícula causadas 

pelo fármaco. A eficácia do albendazol tem sido testada no controle de alguns helmintos 

parasitos de peixes. Em Piaractus mesopotamicus, 50 e 500 mg/L de albendazol mostrou 

eficácia de 56,9% no controle de monogeneas Anacanthorus penilabiatus. Após banhos 

terapêuticos de C. macropomum com 500 mg/L de albendazol, houve baixa eficácia (48,6%) 

contra monogeneas Anacanthorus spathulatus, Notozotecium janauachensis e Mymarothocium 

boegeri e 6,6% de mortalidade dos peixes expostos (Alves et al. 2019).  Em Anguilla anguilla, 

com 100 mg de albendazol teve eficácia de 100% contra monogeneas Pseudodactylogyrus spp. 

(Buchmann & Bjerregaard 1990). Por outro lado, banhos de 10, 100 e 500 mg/L de albendazol, 

para controle de Ancylodiscoides vistulensis em Silurus glanis, não mostraram qualquer eficácia 

(Szekely & Molnar 1990).   
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Outro benzimidazol comumente utilizado contra parasitos de peixes tem sido o 

febendazol, que atua interferindo no metabolismo gerador de energia em nematoides, levando-

os a morte (Booth & Mcdonald 1992). Sopinska e Guz (1997) relataram que 40 mg de 

febendazol/kg de dieta para Cyprinus carpio reduziu a abundância cestoides Bothriocephalus 

acheilognathi. Similarmente, 75 mg de febendazol/kg na dieta de Bidyanus bidyanus reduziu 

95%  dos monogeneas em  Lepidotrema bidyana (Forwood et al. 2013). Taraschewski et al. 

(1988) mostraram que 3 g de febendazol/kg na dieta de Anguilla anguilla teve 100% de eficácia 

contra o nematoide AnguilIicola crassus, após 14 dias, apesar da baixa palatabilidade desse 

fármaco.  Porém,  20 mg de  febendazol/kg na dieta de  P. mesopotamicus não mostrou eficácia 

contra nematoides Rondonia rondoni (Parra et al. 1997).  

Kim et al. (1998) relataram 100% de eficácia de 0,2 g de mebendazol/kg de ração contra 

monogeneas Microcotyle sebastis em Sebastes schlegeli. Em  banhos terapêuticos com 2 µg/mL 

de mebendazol contra o mixosporídeos Glugea anomala de Gasterosteus aculeatus foi também 

relatada boa eficácia (Schmahl e Benini 1998). Banhos terapêuticos com 100 mg/L de 

mebendazol resultaram em eficácia de 79,6% contra A. penilabiatus de P. mesopotamicus 

(Martins et al. 2001). Banhos terapêuticos com 10 mg/L de mebendazol tiveram 60% de eficácia 

contra A. vistulensis em S. glanis após 4 horas (Szekely e Molnar 1990). Banhos terapêuticos 

de 48 horas com 0.03 mg/L de mebendazol mostram baixa eficácia (46,9%) contra o 

monogeneas Dactylogyrus vastator de Carassius auratus (Zhang et al 2014). Estudos em C. 

macropomum usando 1.0 g de mebendazol/kg de dieta, para controlar A. spathulatus, N. 

janauachensis e M. boegeri, não tiveram eficácia após 14 dias de tratamento (Chagas et al. 

2016). Similarmente, 10 g de mebendazol/kg de dieta em Anguilla anguilla não teve eficácia 

contra Anguillicola crassus (Taraschewski et al. 1988). Reimschuessel et al. (2011) também 

não obtiveram resultados in vitro satisfatórios usando 100 mg/L de mebendazol contra 

Acolpenteron ureteroecetes de Micropterus salmoides, pois os parasitos retornavam à atividade 

dentro da primeira hora.  

Levamisol, um derivado do tetramisol do grupo dos imidotiazóis, causa paralisia 

neuromuscular em nematoides devido a estimulação dos gânglios parassimpáticos e simpáticos 

(Fujimoto et al. 2006); assim, tem sido também usado no controle anti-helmíntico em peixes. 

Esse fármaco também é conhecido como um imunoestimulante em mamíferos e peixes, 

influenciando os linfócitos T periféricos (Robertson e Martin 1993; Ispir e Dörücü 2005). Em 

Pterophyllum scalare, 1 g de levamisol associado a 2 g de praziquantel/kg de ração reduziu em 

53% a infecção por nematoides Capillaria sp. (Fujimoto et al. 2006). Banhos de 24 horas com 

1 mg/L de levamisol, contra nematoides AnguilIicola crassus em Anguilla anguilla, mostraram 
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100% de eficácia (Taraschewski et al. 1988). Porém, 362 e 640 mg de levamisol adicionado a 

ração de P. mesopotamicus foram ineficazes contra A. penilabiatus (Schalch et al. 2009). Em 

Oncorhynchus mykiss, 40 g de levamisol/kg de dieta também não foi eficaz contra monogeneas 

Gyrodactylus sp. (Tojo e Santamarina 1998). Em C. macropomum, banhos com 125 mg/ L de 

levamisole não causou mortalidade nos peixes e teve eficácia de 88,2% contra Anacanthorus 

spatulatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium boegeri e Linguadactyloides 

brinkmanni (Alves et al. 2019). 

Praziquantel tem sido comumente usado na medicina veterinária e humana contra 

parasitos cestoides e trematoides  (Yamamoto et al. 2011, Shirakashi et al. 2012, Zuskova et al. 

2018). Esse anti-helmíntico é extremamente amargo e por isso, possui pouca palatabilidade para 

os peixes, o que dificulta a sua administração na dieta. Tem o mecanismo de ação baseado na 

despolarização do tegumento dos helmintos, levando a entrada de cálcio na célula. Assim, atua 

alterando a homeostasia do cálcio nas células dos helmintos e provocando a contração da 

musculatura, que resulta em paralisia e morte dos parasitos; devido ao prejuízo do sistema 

neuromuscular, inibição na fixação do parasito no hospedeiro e alteração na permeabilidade do 

seu tegumento, levando-o a desequilíbrios osmótico e nutricionais, além de apresentar 

toxicidade para os hospedeiros (Sitja-Bobadilla et al. 2006, Yamamoto et al. 2006, Williams et 

al. 2007, Zuskova et al. 2018).  

Foi relatada redução de 80,0% nos níveis de monogeneas Neobenedenia girellae com a 

adição de 150 mg de praziquantel/kg na dieta em Scomber japonicus (Yamamoto et al. 2011). 

Similarmente, em Barbus barbus após quatro dias de banhos com 10 e 20 mg/kg de 

praziquantel, houve 100% de eficácia contra metacercárias de Diplostomum spathaceum nos 

olhos. A administração oral de 50 mg/kg de praziquantel reduziu em 80,0% as infecções por 

acantocéfalos Pomphorhynchus laevis no intestino de Barbus barbus (Zuskova et al. 2018). 

Forwood et al. (2013) relataram que 10 mg/kg de praziquantel na ração de Bidyanus bidyanus 

teve 99,0% de eficácia contra monogenea Lepidotrema bidyana. Em banhos com 10 mg/L de 

praziquantel, houve 100% de eficácia contra monogeneas A. vistulensis em S. glanis, após 5 

horas (Szekely e Molnar 1990). Zhang et al. (2014) também mostraram eficácia de 80,0% em 

banhos com 20 mg/L de praziquantel contra monogeneas Dactylogyrus vastator em Carassius 

auratus, após 48 h. Shirakashi et al (2012) demonstraram que a administração oral de 15 mg 

kg/dia de praziquantel em Thunnus orientalis, durante 3 dias consecutivos, erradicou Cardicola 

opisthorchis e Cardicola orientalis. Porém,  Onaka et al. (2003) encontraram baixa eficácia de 

50, 100, 200 e 500 mg/L de praziquantel na dieta de P. mesopotamicus contra A. penilabiatus. 
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Loperamida, um antidiarreico sintético que influencia na P-glicoproteína, tem sido 

pouco testado no controle de parasitos de peixes. Observações em microscopia eletrônica, 

mostrou que a loperamida leva a contrações e necrose em acantocéfalos Neoechinorhynchus 

rutili e Echinorhynchus truttae, bem como ao inchaço mitocondrial e abundância de bolhas na 

superfície, que pode resultar na expulsão do citoplasma para fora dos poros tegumentais 

(Taraschewski et al 1990). Em porcos infectados por acantocéfalos Macracanthorhynchus 

hirudinaceus, 1,5 mg de loperamida/kg de dieta mostrou 100% eficácia, após uso de 3 dias 

(Mehlhorn et al. 1990). Taraschewski et al. (1990), também encontrou eficácia in vitro desse 

fármaco em acantocéfalos N. rutili e E. truttae de Oncorhynchus mykiss (Tabela 1).  

Devido à falta de informações sobre os efeitos do albendazol, benzoato de emamectina, 

febendazol, ivermectina, levamisol, loperamida, mebendazol e praziquantel em acantocéfalos 

N. buttnerae, este estudo visou pesquisar qual(is) melhor(es) quimioterápico(s) contra esses 

parasitos de C. macropomum. 

 

1.4.Toxicidade da ivermectina e levamisol em peixes 

A toxicidade de uma determinada substância química é a propriedade de potencialmente 

estabelecer um estado patológico quando introduzida em um organismo ou interagindo com 

ela. Em relação aos peixes, isso pode ser verificado através de avaliação toxicológica, obtendo-

se dados como concentração, sinais clínicos e efeitos adversos ocorridos (Tavares-Dias, 2018). 

Assim, quando um anti-helmíntico demonstra eficácia in vitro para qualquer parasito, é 

fundamental determinar as concentrações do fármaco que são seguras para a espécie de peixe, 

pois os estudos de toxicidade auxiliam na segurança do tratamento (Johnson et al 1993; Siroka 

e Svobodova 2013, Pahor-Filho et al. 2017).  

Os bioensaios de toxicidade podem ser classificados em agudos e crônicos. A toxicidade 

aguda é o efeito deletério (letalidade ou alguma outra manifestação que a anteceda) causado 

por amostra simples ou composta, a organismos-testes em um curto período de exposição (por 

exemplo 24 a 96h), em relação ao seu ciclo de vida. Já a toxicidade crônica é o efeito deletério 

causado por amostra simples ou composta, sendo que o teste crônico, normalmente apresenta a 

duração de uma semana ou mais de exposição dos organismos, em relação ao seu ciclo de vida 

(Magalhães e Ferrão-Filho 2008). 

Levamisol é um anti-helmíntico que pode ocasionar efeitos neurotóxicos em muitos 

animais (Pancarci et al 2007; Rehni e Singh 2010; Siroka e Svobodova 2013). Altas 

concentrações de levamisol (500 e 1000 mg/kg) na dieta de Morone chrysops e Morone saxatilis 

levaram a toxicidade, redução no crescimento e no consumo alimentar (Li et al. 2004). Li et al. 
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(2006) relataram que após 3 semanas de alimentação em M. chrysops e M. saxatilis com 100, 

250, 500 e 1000 mg/kg de levamisol, ocorreu ganho de peso nos peixes suplementado com 

dietas com níveis mais baixos (<500 mg/kg) de levamisol, além disso, a suplementação com 

100 mg/kg de levamisol aumentou o crescimento e eficiência alimentar. Os peixes alimentados 

com dieta suplementada com 1000 mg/kg de levamisol apresentaram sinais de toxicidade 

crônica e crescimento inferior, redução do consumo de ração e da eficiência alimentar. O 

hematócrito, lisozima sérica e peroxidase não foram afetados pelos tratamentos com levamisol. 

Porém, após 10 semanas de tratamento com 500 mg/kg de levamisol na dieta de Sparus aurata, 

foi observado melhor crescimento e ganho de peso dos animais (Mulero et al. 1998). 

O uso prolongado de levamisol (50, 100, 200, 400 e 800 mg/kg) na dieta de P. 

mesopotamicus não causou alterações no crescimento dos peixes, mas após 15 dias houve 

redução do número de leucócitos, linfócitos, neutrófilos, monócitos, eosinófilos e células 

granulocíticas especiais, devido a toxicidade nos tecidos linfopoiéticos (Sado et al. 2010). 

Porém, Em P. mesopotamicus, o uso de 125, 250 e 500 mg/kg de levamisol, durante 15 dias, 

aumentou os níveis de anticorpos, hematócrito, número eritrócitos, leucócitos e trombócitos 

totais (Biller-Takahashi et al 2016).  

Alimentação de Cirrhinus mrigala com 250 mg/kg de levamisol aumentou o 

crescimento, atividade enzimática, número de eritrócitos e leucócitos totais, bem como a 

atividade fagocitária, melhorando a resistência contra Aeromonas hydrophila (Bhatnagar e 

Lamba 2016). Em S. aurata, dietas com 125, 250 e 500 mg/kg de levamisol, após cinco semanas 

reduziu o hematócrito e aumentou os leucócitos e a resistência contra Vibrio anguillarum 

(Mulero et al 1998). Em Cyprinus carpio alimentadas com de 250 mg/kg de levamisol 

(Maqsood et al. 2009) e Oreochromis niloticus com 1250 mg/kg de levamisol (Bedasso 2017) 

houve aumento do crescimento e da imunidade inespecífica, aumentando assim a resistência 

dos peixes à infecção por A. hydrophila. Em Labeotrophus fuelleborni, dieta contendo 2 mg/kg 

de levamisol aumentou o ganho de peso, número de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito, 

mas reduziu a taxa de conversão alimentar dos peixes (Amiri e Bahrekazemi, 2017).  

Em P. mesopotamicus alimentados com dietas contendo 500 mg/kg de levamisol 

ocorreu maior esforço do fígado na metabolização do fármaco com o aumento de dilatação 

sinusoidal, congestão e infiltração leucocitária, além de mortalidade de 20% dos peixes. Porém, 

300 mg/kg de levamisol na dieta não causou nenhum sinal de hepatotoxicidade (Pahor-Filho et 

al. 2017). Em Pseudoplatystoma reticulatum, 500 mg/kg de levamisol na dieta não causou 

sinais de toxicidade, apesar do reduzido desempenho dos peixes tratados com 100 mg/kg 
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(Zanon et al. 2014). Porém, não há estudos sobre a toxicidade do levamisol na dieta de C. 

macropomum. 

Ivermectina é um fármaco contraindicado para animais domésticos, pois causa 

toxicidade levando a letargia, anorexia e mortalidade (Plumb 2008; Kenny et al. 2008; Hsu 

2008; Merola et al. 2009). Em Dicentrarchus labrax, a DL50 estimada foi de 0,52 mg/kg para 

administração oral e 0,36 mg/kg para injeção intraperitoneal de ivermectina. Porém, a 

toxicidade (> 10%) foi observada quando 0,2 e 0,5 mg/kg de ivermectina foi administrado via 

intubação oral e  injeção. Além disso, a ivermectina foi mais tóxica para peixes de 3 g que para 

peixes 35 g quando administrada por injeção. Análises histopatológicas dos principais órgãos 

revelou que a patologia foi amplamente restrita as brânquias e tecido intestinal, mas peixes de 

3 g apresentaram também lesões nos rins (Athanassopoulou et al. 2002). Em Salmo salar, foi 

relatado mortalidade de 5% dos peixes suplementados com 0,05 mg/kg e 70% de mortalidade 

nos peixes que receberam na dieta 0,25 mg/kg de ivermectina para tratamento contra L. 

salmonis e Caligus sp. (Ucán-Marín et al. 2012). Similarmente, houve mortalidade de 100% de 

S. aurata após 96 horas de banho com 1,8 mg/L de ivermectina (Mladineo et al. 2006).  

Exames histopatológicos não mostraram qualquer sinal de toxicidade de 0,05; 0,10 e 

0,20 mg/kg de ivermectina em Oncorhynchus kisutch, O. mykiss e Oncorhynchus tshawytscha 

(Johnson et al. 1993). Porém, 7 µg/L de ivermectin causou alterações neurotóxicas, necrose e 

hepatite após 24 e 96 h de exposição em D. rerio e Catla catla (Thiripurasundari et al. 2014). 

Para D. rerio, 0,05 mg/kg de ivermectina na dieta causou ligeiras alterações comportamentais 

e diminuição da fecundidade, enquanto 0,10 mg/kg resultou em alterações comportamentais 

graves e 24% de mortalidade dos peixes (Collymore et al. 2014). Em S. aurata, administração 

oral de 0,2 mg/kg de ivermectina não causou alterações estruturais no fígado dos peixes, mas 

levou a alterações em um conjunto de 36 proteínas hepáticas que indicaram hepatotoxicidade 

(Varó et al. 2010). 

Parâmetros hematológicos usados para investigar a toxicidade de 100, 200, 400 e 800 

µg/kg de ivermectina em S. aurata, mostraram uma redução no hematócrito e aumento da 

concentração de hemoglobina e glicose plasmática, número de leucócitos totais, linfócitos e 

monócitos nas maiores concentrações, na primeira hora. Além disso, ocorreu perda de apetite, 

letargia e escurecimento da pele dos peixes tratados com as concentrações de 400 e 800 µg/kg 

de ivermectina. Porém, não houve mortalidade de peixes e esses parâmetros sanguíneos 

retornaram aos valores basais após 30 dias de recuperação, sugerindo reversibilidade do anti-

helmíntico (Katharios et al. 2002). Todavia, não há estudos sobre a toxicidade da ivermectina 

em C. macropomum, impossibilitando o uso deste fármaco na piscicultura deste peixe. 
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2. Problemas 

Entre os quimioterápicos albendazol, benzoato de emamectina, febendazol, ivermectina, 

levamisol, loperamida, mebendazol e praziquantel), qual (is) possui (em) melhor eficácia in 

vitro contra N. buttnerae de C. macropomum? 

Quais os efeitos tóxicos de elevadas concentrações de levamisol e ivermectina na 

sobrevivência e hematologia de C. macropomum? 

 

3. Hipóteses 

• Loperamida apresenta maior eficácia contra N. buttnerae, pois estudos anteriores 

mostraram uma alta eficácia contra outros acantocéfalos em peixes. Secundariamente, os 

quimioterápicos albendazol, febendazol e mebendazol também apresentam eficácia in vitro 

contra N. buttnerae, pois são benzimidazóis com reconhecida eficácia contra outras 

espécies de helmintos de peixe. 

• Elevadas concentrações de levamisol e ivermectina causam mortalidade e alterações 

sanguíneas em C. macropomum devido a toxicidade. 

 

4. Objetivos 

 

4.1. Geral 

  

 Avaliar a eficácia antiparasitária in vitro do albendazol, levamisol, 

mebendazol, benzoato de emamectina, febendazol, ivermectina, loperamida e praziquantel 

contra N. buttnerae de C. macropomum, bem como a toxicidade do levamisol e ivermectina na 

dieta desse peixe. 

 

4.2. Específicos 

• Determinar as concentrações de albendazol, levamisol, mebendazol, benzoato de 

emamectina, febendazol, ivermectina, loperamida e praziquantel com eficácia in vitro 

contra N. buttnerae de C. macropomum; 

• Avaliar os efeitos tóxicos de elevadas concentrações de levamisol e ivermectina na dieta 

de C. macropomum. 

• Indicar o(s) melhor(es) anti-helmíntico (s) com ação antiparasitária no controle de N. 

buttnerae de C. macropomum; 
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Neoechinorhynchus buttnerae Golvan 1956 is an acanthocephalan of the family 

Neoechinorhynchidae for which the ostracod Cypridopsis vidua (Müller, 1776) Brady, 1867 is 

the intermediate host (Lourenço et al., 2018). This endoparasite cause great problems in 

aquaculture production of Colossoma macropomum Cuvier, 1818 from the Brazilian Amazon, 

where it infects 100% (Lourenço et al., 2017; Jerônimo et al., 2017; Matos et al., 2017), 

affecting the intestinal tissue of hosts and causing impairments of nutrient uptake (Matos et al., 

2017) and leading to great economic losses (Silva-Gomes et al., 2017). However, this helminth 

endoparasite has been often neglected as causative agents of C. macropomum diseases. 

Therefore, as this acanthocephalan may have detrimental consequences for health of this farmed 

fish it is important to implement strategies to control them. 

Anthelminthic drugs such as avermectins (ivermectin and emamectin benzoate) and 

benzimidazoles (albendazole, mebendazole and fenbendazole) have been used to treat parasitic 

infections by monogeneans, nematodes, digeneans and cestodes in different fish species 

(Hardy-Smith et al., 2012; Shinn & Bron, 2012; Collymore et al., 2014). Despite continuing 

need to expand the use of strategies for integrated management of parasite control among 

farmed fish (Shinn & Bron, 2012), treatment with anthelminthic drugs is a tool that has been 

little tested for controlling infections by acanthocephalan species. Levamisole, loperamide and 

praziquantel have been recommended for in vitro control of the acanthocephalans 

Neoechinorhynchus rutili and Echinorhynchus truttae in Oncorhynchus mykiss (Taraschewski 

et al., 1990). Praziquantel has also shown potential as an oral treatment against the 

acanthocephalan Pomphorhynchus laevis in Barbus barbus (Zuskova et al., 2018).  The number 

of antiparasitic drugs that are efficacious, consistent and safe and which can be used across a 

wide range of environmental conditions is very limited. Since no other suitable 

chemotherapeutic treatments for acanthocephalan infections in fish are available, the aim of 

this study was to investigate the efficacy, in vitro, of albendazole, levamisole, fenbendazole, 

mebendazole, praziquantel, ivermectin, loperamide and emamectin benzoate against N. 

buttnerae in C. macropomum. 

For these trials in vitro, we use eight anthelmintic drugs and forty juveniles of C. 

macropomum (100.0 ± 20.0 g) obtained from a commercial fish farm in Manaus, Amazonas 

state (Brazil). All the fish had the intestine naturally infected by N. buttnerae.  Parasites 

obtained were stored in Eagle’s minimal essential at room temperature (25.0 ± 1.0 °C) in 

combination with different concentrations of albendazole, levamisole, mebendazole, 

fenbendazole, emamectin benzoate, ivermectin, loperamide and praziquantel. The efficacy of 

concentrations of each anthelminthic drug was tested using three replicates per treatment and 
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10 adults of N. buttnerae in each replicate. The endoparasites were considered dead when had 

totally lost mobility. The effective concentration (EC50-24h) and 95% confidence interval were 

determined for each anthelminthic drug, using the trimmed Spearman-Karber method 

(Hamilton et al., 1977). 

Only the concentrations of levamisole, praziquantel, emamectin benzoate and 

ivermectin caused mortality of N. buttnerae. The EC50 was also determined for the 

anthelminthic drugs (Table 1). For levamisole, the 95% confidence interval was 49.3-108.8 

mg/L; for praziquantel, 1800-2000 mg/L; for emamectin benzoate, 52.7-72.4 mg/L; and for 

ivermectin 2700-3100 mg/L. However, the effects of emamectin benzoate and levamisole were 

not dependent on concentration. Praziquantel also presented high efficacy in vitro against N. 

rutili and E. truttae in O. mykiss (Taraschewski et al., 1990). Low concentrations of ivermectin 

in the diet of Danio rerio had little efficacy (24%) against the nematodes Pseudocapillaria 

tomentosa, while emamectin benzoate had 90% efficacy (Collymore et al., 2014). Despite this 

positive effect of emamectin benzoate, its use is restricted for agriculture in the most of states 

in Brazil, thus limiting its use in aquaculture, which has not legal approbation. 
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Table 1. Efficacy of different concentrations of the anthelminthics in Neoechinorhynchus 

buttnerae de Colossoma macropomum in different time of exposure.  

Time  Control of DMSO (mL) Live parasites Dead parasites EC 50 (mg/L) 

6h 0.45 30 0 

- 24 h 0.45 29 0.3 ± 0.5 

Time Control of Tween 80 (mL) Live parasites Dead parasites   

6h 1.0 30 0 

- 24 h 1.0 30 0 

Time Control of distillated water (mL) Live parasites Dead parasites   

6h 1.0 30 0 

- 24 h  1.0 28 0.7 ± 1.1 

Time Emamectin benzoate (mg/L) Live parasites Dead parasites EC 50 (mg/L) 

6 h 

12.5 30 0 

- 

25.0 30 0 

50.0 30 0 

100 30 0 

200 26 1.3 ± 0.6 

300 30 0 

400 30 0 

500 30 0 

600 29 0.3 ± 0.6 

24 h 

12.5 30 0 

61.8 

25.0 25 1.7 ± 0.6 

50.0 26 1.3 ± 1.1 

100 1 9.7 ± 0.6 

200 0 10.0 ± 0 

300 1 9.7 ± 0.6 

400 1 9.7 ± 0.6 

500 4 8.7 ± 1.5 

600 1 9.7 ± 0.6 

Time Ivermectin (mg/L) Live parasites Dead parasites EC 50  

6 h 

1000 30 0 

- 

1500 30 0 

2000 30 0 

2500 30 0 

3000 30 0 

3500 30 0 

4000 30 0 

4500 30 0 

5000 30 0 

24 h  

1000 0 0 

2900 

1500 28 0.7 ± 1.1 

2000 26 1.3 ± 0.6 

2500 27 1.0 ± 1.0 

3000 13 5.7 ± 0.6 

3500 8 7.3 ± 0.6 

4000 7 7.7 ± 4.0 

4500 0 10.0 ± 0 

5000 0 10.0 ± 0 
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Table 1. Continued… 

Time Levamisole (mg/L) Live parasites Dead parasites EC 50  

6 h 

50 30 0 

- 

100 19 3.7 ± 1.1 

150 25 1.7 ± 0.6 

200 19 3.7 ± 1.5 

250 20 3.3 ± 1.5 

300 18 4.0 ± 1.0 

350 11 6.3 ± 1.5 

400 8 7.3 ± 0.6 

450 7 7.7 ± 2.1 

24 h 

50 20 3.3  ± 1.5 

73.3 

100 9 7.0 ± 1.0 

150 11 6.3 ± 1.1 

200 11 6.3 ± 1.1 

250 9 7.0 ± 1.0 

300 0 10.0 ± 0 

350 0 10.0 ± 0 

400 0 10.0 ± 0 

450 0 10.0 ± 0 

Time Praziquantel (mg/L) Live parasites Dead parasites EC 50  

6 h 

750 30 0 

- 

1000 30 0 

1250 30 0 

1500 30 0 

1750 30 0 

2000 30 0 

2250 29 0.3 ± 0.6 

2500 14 5.3 ± 0.6 

2750 0 10.0 ± 0 

24 h 

750 30 0 

1900 

1000 30 0 

1250 30 0 

1500 29 0.3 ± 0.6 

1750 19 3.7 ± 2.5 

2000 16 4.7 ± 1.1 

2250 5 8.3 ± 1.5 

2500 0 10.0 ± 0 

2750 0 10.0 ± 0 
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Table 1. Continued… 

Time Albendazole (mg/L) Live parasites Dead parasites EC 50  

6 h 

250 30 0  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

500 30 0 

750 30 0 

1000 30 0 

1250 30 0 

1500 30 0 

1750 30 0 

2000 30 0 

2250 30 0 

24 h 

250 30 0 

- 

500 30 0 

750 30 0 

1000 29 0.3 ± 0.6 

1250 29 0.3 ± 0.6 

1500 28 0.7 ± 0.6 

1750 29 0.3 ± 0.6 

2000 30 0 

2250 27 1.0 ± 1.0 

Time Mebendazole (mg/L) Live parasites Dead parasites EC 50  

6 h 

100 30 0 

- 

150 30 0 

200 30 0 

250 30 0 

300 30 0 

350 30 0 

400 30 0 

450 30 0 

500 30 0 

24 h 

100 30 0 

- 

150 29 0.3 ± 0.6 

200 30 0 

250 29 0.3 ± 0.6 

300 28 0.7 ± 1.1 

350 30 0 

400 30 0 

450 29 0.3 ± 0.6 

500 29 0.3 ± 0.6 
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Table 1. Continued… 

Time Fenbendazole (mg/L) Live parasites Dead parasites   

6 h 

0.2 30 0   

0.3 30 0   

0.4 30 0   

0.5 30 0   

0.6 30 0   

0.7 30 0   

0.8 30 0   

0.9 30 0   

1.0 30 0   

24 h 

0.2 30 0   

0.3 30 0   

0.4 30 0   

0.5 30 0   

0.6 30 0   

0.7 30 0   

0.8 30 0   

0.9 30 0   

1.0 30 0   

Time Loperamide (mg/L) Live parasites Dead parasites   

6 h 

20 30 0   

40 30 0   

60 30 0   

80 30 0   

100 30 0   

120 30 0   

140 30 0   

160 30 0   

180 30 0   

24 h 

20 29 0.3 ± 0.6   

40 26 1.3 ± 1.1   

60 29 0.3 ± 0.6   

80 30 0   

100 30 0   

120 29 0.3 ± 0.6   

140 29 0.3 ± 0.6   

160 28 0.7 ± 1.1   

180 26 1.3 ± 1.5   

 

 

 

The concentrations of emamectin benzoate and ivermectin that were used showed high 

in vitro efficacy against N. buttnerae of C. macropomum after 24h of exposure, but the efficacy 

of praziquantel and levamisole started at 6 h of in vitro exposure (Figure 1). Levamisole showed 

low efficacy against N. buttnerae at 6 h of exposure. Taraschewski et al. (1990) reported that 

levamisole presented efficacy against N. rutili and E. truttae after 1 h of exposure. No 
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concentration of albendazole, fenbendazole, mebendazole or loperamide showed in vitro 

efficacy against N. buttnerae of C. macropomum, since they are poorly soluble in water, 

resulting therefore in variable and incomplete bioavailability (Taraschewski et al., 1990; 

Ibrahim & Al-Anazi, 2013; Romero et al., 2014; Ghanbarzadeh et al., 2016; Pacheco et al., 

2018). Similar inefficacy of albendazole, fenbendazole and mebendazole has also been reported 

in relation to species of acanthocephalans, nematodes, monogeneans and trematodes 

parasitizing different fish species (Taraschewski et al., 1990; Reimschuessel et al., 2011; 

Romero et al., 2014; Zhang et al., 2014).  
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FIGURE 1. Efficacy of the anthelminthics against Neoechinorhynchus buttnerae of Colossoma 

macropomum in 6 and 24h of exposure. 
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 Loperamid did not show efficacy against N. buttnerae in C. macropomum in the present 

study, contrary to our expectations. However, loperamide was effective against N. rutili and E. 

truttae, because it causes contractions and necrosis in acanthocephalans, along with 

mitochondrial swelling that may result in expulsion of the cytoplasm out of the tegument pores 

(Taraschewski et al., 1990).  

The acanthocephalan N. buttnerae of C. macropomum presented slow movements only 

after 6 h of exposure to the highest concentrations of emamectin benzoate, ivermectin and 

praziquantel. Reimschuessel et al. (2011) also reported that there was a tardy response after in 

vitro exposure of A. ureteroecetes to emamectin benzoate and ivermectin. However, Zhang et 

al. (2014) reported an immediate change in the movement of Dactylogyrus vastator after 

exposure to praziquantel. Praziquantel has a mechanism of action based on depolarization of 

the tegument of helminth parasites, thus leading to entry of calcium into the cells; hence, 

causing immobilization, spasmodic contractions and paralysis (Sitja-Bobadilla et al., 2006; 

Williams et al., 2007; Hardy-Smith et al., 2012).   

To conclude, our results showed that 100 mg/L of emamectin benzoate, 300 mg/L of 

levamisole, 4500 mg/L of ivermectin and 2500 mg/L of praziquantel had the highest efficacy 

against N. buttnerae. These concentrations can be recommended for use in the diet of C 

macropomum after previous evaluation of the toxicity. Therefore, these first results represent a 

great step forward regarding integrated management for controlling N. buttnerae in farmed C. 

macropomum. 
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RESUMO 

Este estudo investigou a toxicidade, hematologia e imunidade inata de Colossoma 

macropomum suplementados na dieta com levamisol e ivermectina. Os peixes foram 

alimentados, durante 24, 96 e 240 horas, com dietas contendo  300, 600, 900 e 1200 mg/kg de 

levamisol e 4.500, 9.000, 13.500 e 18.000 mg/kg de ivermectina. Todos as concentrações de 

ivermectina causaram 100% de mortalidade dos peixes dentro de 10 horas, mas nenhuma 

concentração de levamisol causou mortalidade ou alteração no comportamento dos peixes 

durante de 10 dias de alimentação. Não houve alteração no número de eritrócitos, hematócrito, 

hemoglobina, CHCM e albumina em todos os tratamentos com levamisol, após 24, 96 e 240 

horas de alimentação. Porém, após 24 horas de alimentação com levamisol, o VCM dos peixes 

que receberam 900 mg/kg aumentou em relação aos controles. Além disso, as concentrações de 

900 e 1.200 mg/kg causaram diminuição nas taxas de albumina: globulina quando comparadas 

aos controles e tratamentos com 300 e 600 mg/kg. Após 96 horas, os níveis de glicose e proteína 

total plasmática aumentaram nos peixes alimentados com 600, 900 e 1200 mg/kg quando 

comparados aos controles e tratamento com 300 mg/kg. O burst respiratório de leucócitos nos 

peixes alimentados com 900 mg/kg de levamisol aumentou. Após 10 dias de alimentação com 

levamisol, houve aumento nos níveis de globulina dos peixes que receberam 600 mg/kg quando 

comparados aos controles, e a atividade respiratória de leucócitos também aumentou nos peixes 

suplementados com 900 e 1.200 mg/kg quando comparados aos controles e demais tratamentos. 

Finalmente, altas concentrações de ivermectina na dieta de C. macropomum não são toleradas, 

mas de levamisol são bem toleradas. Este primeiro estudo sobre a alimentação com estes 

fármacos forneceu informações importantes sobre a efetividade do levamisol no sistema imune 

e indica que qualquer uma das concentrações testadas pode ser usada na dieta de C. 

macropomum para tratamentos antiparasitários. 

Palavras-chave: anti-helmínticos, aquicultura, dieta, sangue, tolerância  
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INTRODUÇÃO 

Globalmente, a piscicultura é o setor de alimentos mais dinâmico e com as maiores taxas 

anuais de crescimento nas últimas décadas. Esta atividade de cultivo de peixes também 

aumentou em termos de impacto social e econômico, devido a contribuição da produção de 

alimentos para subsistência e geração de renda para populações de diversas regiões do mundo 

(FAO 2018). A expansão da indústria da piscicultura levou ao aumento das parasitoses devido 

a um grande número de estressores (e.g. baixa qualidade de água, elevada densidade, 

manipulação, reprodução e transporte) que afetam negativamente a saúde dos peixes (Tavares-

Dias & Martins 2017, Pahor-Filho et al. 2017).  

As doenças são uma grande preocupação na piscicultura mundial, pois causam prejuízos 

econômicos globais estimados em US$ 1,05-9,58 bilhões/ano (Shinn et al. 2012). Portanto, há 

um crescente interesse não apenas em compreender as doenças, mas também encontrar drogas 

de baixo custo e com eficácia que possam ser administradas na dieta dos peixes, para controlar 

e tratar parasitoses causadas por espécies de helmintos. 

Em peixes, para reduzir infecções por monogeneas, nematoides, digeneas e 

acantocéfalos tem sido usado diversas drogas anti-helmínticas, incluindo levamisol e 

ivermectina (Athanassopoulou et al. 2002, Mladineo et al. 2006, Pahor-Filho et al. 2017, 

Oliveira et al. 2019). Ivermectina é uma das avermectinas com amplo espectro antihelmintico 

que tem sido amplamente usada no controle de helmintos (Morales-Serna et al. 2018, Oliveira 

et al.  2019) e crustáceos parasitos de peixes (Palmer et al. 1996, Athanassopoulou et al. 2002, 

Mladineo et al. 2006). Porém, a ivermectina pode causar mortalidade nos peixes devido a 

toxicidade, causando neurotoxicidade com degeneração de neurônios e hepatotoxicidade com 

necrose e hepatite aguda, além de diminuição do crescimento corporal e alterações 

comportamentais (Johnson et al. 1993, Palmer et al. 1996, Katharios et al. 2002, 

Athanassopoulou et al. 2002, Mladineo et al. 2006, Thiripurasundari et al. 2010, Varó et al. 

2010, Ucán-Marín et al. 2012).  

Levamisol,  um anti-helmíntico do grupo dos imidotiazois,  tem sido usado com  eficácia  

no controle de espécies de helmintos parasitos (Pahor-Filho et al. 2017) e para estimular a 

imunidade e crescimento dos peixes suplementados na dieta (Mulero et al. 1998, Li et al. 2006,  

Maqsood et al. 2009, Zanon et al. 2014, Bhatnagar & Lamba 2016, Biller-Takahashi et al. 

2016). Essa droga imobiliza o parasito, causando uma paralisia muscular (Pahor-Filho et al., 

2017). Porém,  altas doses de levamisol na dieta podem causar toxicidade aos peixes (Li et al. 

2006, Pahor-Filho et al. 2017). 
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 Como essas alterações causadas pela ivermectina e levamisol podem resultar em alta 

mortalidade de peixes,  que é uma consideração importante para os produtores de peixes, 

requerem avaliação prévia da tolerância das concentrações terapêuticas desses anti-helmínticos 

na deita dos animais, para o desenvolvimento da estratégia terapêutica que garanta a segurança 

no tratamento em campo (Johnson et al. 1993, Pahor-Filho et al. 2017).  

Como Colossoma macropomum, um Serrasalmidae de grande importância na 

aquicultura da Amazônia, é frequentemente infectado por Neoechinorhynchus buttnerae 

(Neoechinorhynchidae), um endoparasito que causa grandes perdas econômicas na piscicultura, 

Oliveira et al. (2019) determinaram as concentrações de levamisol e ivermectina com eficácia 

no controle in vitro dessa espécie de endoparasito. Porém, como a tolerância das concentrações 

de levamisol e ivermectina não foram ainda determinadas para C. macropomum, o objetivo 

deste estudo foi avaliar a toxicidade desses dois fármacos para esse peixe, analisando a 

tolerância, hematologia e imunidade, após a alimentação com diferentes concentrações. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 Peixes e aclimatação   

Seiscentos alevinos de Colossoma macropomum (± 40 g) foram obtidos de uma 

piscicultura comercial de Macapá, estado do Amapá (Brasil) e mantidos no Laboratório de 

Aquicultura e Pesca da Embrapa Amapá, Macapá. No laboratório, os peixes foram aclimatados 

durante sete dias em tanques de PVC de 500L, com água e aeração constantes, e alimentados 

duas vezes ao dia com ração comercial contendo 32% proteína bruta (Guabi, Brasil). Nos 

tanques, os parâmetros da água foram monitorados: temperatura 30.1 ± 0.1 °C, oxigênio 

dissolvido 5.6 ± 0.2 mg l-1, pH 5.4 ± 0.2, amônia total 0.5 ± 0.01 mg l-1, alcalinidade 10.0 ± 0 

mg l-1 e dureza 10.0 ± 0 mg l-1. Estes peixes foram usados para todos ensaios com dietas 

suplementadas com levamisol e ivermectina. 

Preparo das rações experimentais contendo os anti-helmínticos  

Levamisol (Ripercol 150 F® na concentração de 18,8%) foi diluído com água destilada 

e misturado a uma ração comercial de 32% proteína bruta (Guabi, Brasil), em quatro 

concentrações (300, 600, 900 e 1.200 mg/kg). Ivermectina (Ivemic Supreme® na concentração 

de 3.5%) foi adicionada diretamente na ração comercial de 32% proteína bruta (Guabi, Brasil) 

em quatro concentrações (4.500, 9.000, 13.500 e 18.000 mg/kg). Estas concentrações de 

levamisol e ivermectina definidas a partir de estudos in vitro (Oliveira et al., 2019). 

Tolerância de Colossoma macropomum alimentados com os anti-helmínticos 

Alevinos de C. macropomum (14.2 ± 1.1 cm e 44.0 ± 13.0 g) foram distribuídos 

aleatoriamente em tanques de 100 L, com três réplicas por tratamento, quinze peixes em cada 
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réplica e em um total de 45 peixes por tratamento. Os peixes foram alimentados ad libitum e 

duas vezes ao dia, com as dietas contendo 0, 300, 600, 900 e 1.200 mg/kg de levamisol e 0, 

4.500, 9.000, 13.500 e 18.000 mg/kg de ivermectina, durante 240 horas.  Os controles 

receberam somente dieta comercial sem qualquer anti-helmíntico. 

Os tanques foram mantidos com água e aeração continua e os parâmetros de qualidade 

da água foram monitorados (temperatura 30.1 ± 0.1 °C, oxigênio dissolvido 5.5 ± 0.2 mg l-1, 

pH 5.3 ± 0.2, amônia total 0,5 ± 0,01 mg l-1, alcalinidade 10.0 ± 0.01 mg l-1 e dureza 10.0 ± 

0.01 mg l-1).  

Parâmetros sanguíneos e atividade respiratória de leucócitos 

Após 24, 96 e 240 h de alimentação com as dietas contendo 0, 300, 600, 900 e 1.200 

mg/kg de levamisol, 5 peixes de cada repetição dos tratamentos (15 por tratamento) com foram 

usados para coleta de sangue por punção do vaso caudal, com o auxílio de seringas contendo 

EDTA (10%). O sangue foi dividido em duas aliquotas. Um aliquota de sangue foi usada para 

a determinação do hematócrito pelo método do microhematócrito, contagem de eritrócitos 

totais em câmara de Neubauer e concentração de hemoglobina pelo método da 

cianometahemoglobina. Com esses dados foram calculados os índices hematimétricos de 

Wintrobe: volume corpuscular médio (VCM) e concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM) (Ranzani-Paiva et al. 2013).  

O burst respiratório de leucócitos foi determinado de acordo com método previamente 

descrito (Sahoo et al., 2005; Biller-Takahashi et al., 2013) e a densidade ótica (OD) do 

sobrebadante foi realizada em 540 nm usando espectrofotômetro (Biospectro SP-220, Paraná, 

Brasil).  

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 75 G, durante 5 min (Centrifuga Mod.  

5424, Hamburgo, Alemanha) e usada para obtenção do plasma, para  determinação  das 

concentrações de glicose, albumina e proteína total utilizando kits colorimétricos (Labtest, MG, 

Brasil) para cada finalidade e as leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro 

(Biospectro SP-220, Brasil). A globulina foi determinada a partir da diferença dos níveis de 

proteína total e albumina. A ratio albumina/globulina (A:G) foi calculada dividindo os valores 

de albumina pelos valores  de globulina (Misra et al. 2009). 

Análises estatísticas 

Todos os dados foram avaliados nas hipóteses de normalidade e homocedasticidade 

usando Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Como os dados não apresentaram uma 

distribuição normal foram analisados usando Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para 

comparação entre medianas (Zar 2010). 



51 

 

 

RESULTADOS 

 Todas as concentrações de ivermectina (4.500, 9.000, 13.500 e 18.000 mg/kg) causaram 

inicialmente letargia e sinais de hipóxia em Colossoma macropomum, seguido de 100% de 

mortalidade dentro de 10 horas de alimentação. Porém, nenhuma concentração de levamisol 

(300, 600, 900 e 1.200 mg/kg) causou qualquer mortalidade ou alteração comportamental em 

240 horas de alimentação.  

Após 24 horas de alimentação com 300 mg/kg de levamisol, o hematócrito diminuiu 

(p>0.05) em relação aos peixes alimentados com 600 mg/kg. A concentração de hemoglobina 

nos peixes alimentados com 300 mg/kg foi menor (p<0.05) que nos peixes alimentados com 

600 e 900 mg/kg. O VCM nos peixes alimentados 900 mg/kg de levamisol foi maior (p<0.05) 

que nos controles e o CHCM foi menor (p<0.05) nos peixes que receberam 600 mg/kg, quando 

comparado aos que receberam 900 mg/kg (Tabela 1). Nos peixes alimentados com 600, 900 e 

1200 mg/kg de levamisol, os níveis de proteína total aumentaram (p<0.05) em relação aos 

alimentados com 300 mg/kg e glicose plasmática aumentou (p<0.05) nos peixes alimentados 

com 600, 900 e 1200 mg/kg em relação aos controles, após 24 horas. Os níveis de globulinas 

aumentaram (p<0.05) nos peixes alimentados com 600 e 900 mg/kg de levamisol quando 

comparados aos alimentados com 300 mg/kg e o burst respiratório de leucócitos diminui 

(p<0.05) nos peixes que receberam 300 e 900 mg/kg, quando comprados aos controles (Figura 

1). 

Em 96 horas de alimentação, houve uma diminuição (p< 0.05) na taxa A:G dos peixes 

que receberam 900 e 1.200 mg/kg de levamisol, quando comparados aos controles e 300 e 600 

mg/kg (Tabela 1). Os níveis de proteínas totais aumentaram (p< 0.05) nos peixes alimentados 

com 900 mg/kg quando comparados aos alimentados com 300 mg/kg. Os níveis de glicose nos 

peixes alimentados com 600, 900 e 1200 mg/kg de levamisol foram maiores (p<0.05) que nos 

peixes alimentados com 300 mg/kg, enquanto os níveis de globulina foram maiores (p<0.05) 

nos peixes que receberam 900 mg/kg, quando comparados aos que receberam 300 mg/kg do 

produto na dieta. O burst respiratório de leucócitos aumentou (p<0.05) nos peixes alimentados 

com 900 mg/kg de levamisol quando comparados aos controles e grupo com 300 e 600 mg/kg 

(Figura 2). 

Após 240 horas de alimentação, houve um aumento do VCM dos peixes que receberam 

1200 mg/kg de levamisol quando comparados aos que receberam 600 mg/kg (Tabela 1). Nos 

peixes alimentados com 600 e 900 mg/kg de levamisol houve aumento (p<0.05) nos níveis de 

proteínas totais quando comparados aos peixes controles, enquanto nos peixes alimentados com 

300 mg/kg houve redução nos níveis de glicose em relação aos demais tratamentos. Os níveis 
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de globulinas aumentaram nos peixes alimentados com 600 mg/kg de levamisol quando 

comparados os controles e aqueles alimentados com 300 e 1200 mg/kg. O burst respiratório de 

leucócitos nos peixes alimentados com 900 e 1200 mg/kg de levamisol aumentou quando 

comparado aos demais tratamentos (Figura 3).  
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Tabela 1. Parâmetros sanguíneos de Colossoma macropomum alimentados com dietas suplementadas com diferentes concentrações de levamisol. 

VCM: Volume corpuscular médio; CHCM: Concentração da hemoglobina corpuscular média, A:G: Albumin: globulin ratio. Valores seguidos da mesma letra, entre linhas, não 

diferem entre si pelo teste de Dunn (p > 0.05) 

 

Tratamentos Eritrócitos (x 106/µL) Hematócrito (%) Hemoglobina (g/dL) VCM (fL) CHCM (g/dL) Albumina (mg/dL) A: G ratio 

Após 24 h        

0 mg/kg  1.25 ± 0.19a 20.4 ± 4.7ab 5.5 ± 0.9ab 162.0 ± 25.3a 27.9 ± 3.8ab 1.2 ± 0.8a 0.9 ± 1.4a 

300 mg/kg  1.13 ± 0.180a 19.4 ± 3.3a 5.1 ± 1.0a 172.7 ± 18.5ªb 26.1 ± 2.2ab 0.7 ± 0.2a 0.8 ± 0.8a 

600 mg/kg  1.29 ± 0.24a 23.8 ± 3.4b 6.0 ± 1.0b 186.1 ± 19.7ªb 25.4 ± 2.2a 0.7 ± 0.1a 0.4 ± 0.2a 

900 mg/kg 1.10 ± 0.17a 21.2 ± 2.6ab 6.1 ± 0.8b 193.6 ± 32.5b 29.3 ± 4.4b 0.9 ± 0.2a 0.6 ± 0.4a 

1200 mg/kg  1.26 ± 0.23a 22.6 ± 3.9ab 5.8 ± 0.6ab 180.3 ± 26.9ªb 26.3 ± 4.1ab 1.5 ± 1.1a 0.7 ± 0.9a 

Após 96 h        

0 mg/kg 1.21 ± 0.13a 21.9 ± 1.6a 5.7 ± 0.6a 183.8 ± 24.0a 25.9 ± 2.3a 1.3 ± 0.7a 0.9 ± 0.9a 

300 mg/kg 1.29 ± 0.30a 23.4 ± 2.2a 5.6 ± 0.6a 187.0 ± 30.2a 23.8 ± 1.7a 0.8 ± 0.5a 1.0 ± 1.0a 

600 mg/kg  1.23 ± 0.20a 22.2 ± 2.7a 5.6 ± 0.7a 182.6 ± 23.5a 25.3 ± 1.8a 1.2 ± 1.2a 1.2 ± 2.5a 

900 mg/kg  1.28 ± 0.22a 21.8 ± 2.7a 5.5 ± 0.7a 172.5 ± 23.2a 25.1 ± 2.1a 0.9 ± 0.3a 0.4 ± 0.1b 

1200 mg/kg  1.36 ± 0.17a 22.8 ± 2.8a 5.6 ± 0.8a 168.0 ± 14.6a 24.5 ± 2.9a 1.1 ± 0.3a 0.5 ± 0.2b 

Após 240 h        

0 mg/kg  1.32 ± 0.21a 23.5 ± 2.3a 6.5 ± 1.0a 182.4 ± 33.8ab 27.7 ± 3.7a 0.7 ± 0.1a 0.4 ± 0.1a 

300 mg/kg  1.32 ± 0.17a 23.0 ± 2.9a 5.6 ± 0.8a 175.2 ± 16.0ab 24.4 ± 2.8a 0.9 ± 02a 0.5 ± 0.1a 

600 mg/kg  1.32 ± 0.22a 22.4 ± 3.0a 6.2 ± 1.1a 172.6 ± 24.9a 27.3 ± 2.7a 0.7 ± 0.1a 0.3 ± 0.05a 

900 mg/kg  1.33 ± 0.19a 23.4 ± 2.8a 6.2 ± 0.7a 178.3 ± 26.2ab 26.8 ± 3.6a 0.9 ± 0.1a 0.4 ± 0.1a 

1200 mg/kg  1.21 ± 0.16a 23.9 ± 1.8a 6.3 ± 0.9a 200.3 ± 20.3b 26.3 ± 3.0a 0.9 ± 0.2a 0.5 ± 0.1a 
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Figura 1. Parâmetros sanguíneos e imunológicos Colossoma macropomum após 24 horas da 

alimentação com dietas suplementadas com diferentes concentrações de levamisol (Box plots 

representam medianas, intervalos interquartis, mínimo-máximo e outliers). Valores seguidos da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunn (p>0.05). 
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Figura 2. Parâmetros sanguíneos e imunológicos Colossoma macropomum após 96 horas da 

alimentação com dietas suplementadas com diferentes concentrações de levamisol (Box plots 

representam medianas, intervalos interquartis, mínimo-máximo e outliers). Valores seguidos da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunn (p>0.05). 
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Figura 3. Parâmetros sanguíneos e imunológicos Colossoma macropomum após 240 horas da 

alimentação com dietas suplementadas com diferentes concentrações de levamisol (Box plots 

representam medianas, intervalos interquartis, mínimo-máximo e outliers). Valores seguidos da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunn (p>0.05). 
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DISCUSSÃO 

Taxas reduzidas de sobrevivência é um dos problemas que os piscicultores enfrentam, 

especialmente nos estágios iniciais de vida dos peixes, devido as doenças parasitárias. Para 

controlar doenças causadas por helmintos parasitos, diferentes anti-helmínticos podem ser 

utilizados (Mladineo et al. 2006, Palmer et al. 1996, Athanassopoulou et al. 2002, Pahor-Filho 

et al. 2017), mas a tolerância dos peixes é dependente principalmente da droga, concentração e 

tempo de exposição. Portanto, considerando a indisponibilidade de tratamentos adequados para 

muitas doenças parasitárias de Colossoma macropomum, principalmente causadas por 

helmintos, a busca por medidas de controle merece atenção.  

Como  300 mg/L de levamisol demonstrou eficácia in vitro contra N. buttnerae de C. 

macropomum (Oliveira et al. 2019), nós avaliamos a toxidade de 300-1200 mg/L como aditivo 

alimentar; e foi boa a tolerância dos peixes, uma vez que nenhuma mortalidade ocorreu. 

Similarmente, Pahor-Filho et al. (2017) relataram boa tolerância de Piaractus mesopotamicus 

a alimentação com 300 mg/L de levamisol. 

Embora 4500 mg l-1 de ivermectina tem sido recomendada para uso in vitro contra 

acantocéfalos de C. macropomum (Oliveira et al. 2019), nós observamos que elevadas 

concentrações (4500-18.000 mg/kg) foram altamente tóxicas para esse peixe, causando 100% 

de mortalidade dentro de 10 h de alimentação. Para espécies de salmonídeos, dose única de 0.1 

mg/kg de ivermectina, na dieta por semana, tem disso recomendada para tratamento contra 

crustáceos parasitos, pois concentrações maiores são toxicas para os peixes, levando a elevada 

mortalidade de hospedeiros (Johnson et al. 1993, Palmer et al. 1996). Salmo salar alimentados 

com 0.05 e 0.25 mg/kg de ivermectina também tiveram letargia e 70% de mortalidade após 30 

dias de alimentação com essa maior concentração (Ucán-Marín et al. 2012). Alimentação de 

Danio rerio com 0.1 mg/kg de ivermectina causou letargia e dificuldade respiratória em 20% 

dos peixes e 24% de mortalidade em quatro semanas de alimentação, devido a neurotoxicidade 

e hepatotoxicidade (Mladineo et al. 2006, Thiripurasundari et al. 2010, Varó et al. 2010, 

Collymore et al. 2014, Thiripurasundari et al. 2014). Porém, em Sparatus aurata alimentados 

com 100, 200, 400 e 800 µg/kg de ivermectina não houve mortalidade ou alterações 

histopatológicas, mas letargia, perda de apetite e escurecimento da pele foram alterações 

observadas nos peixes alimentados com as maiores concentrações após 35 dias de tratamento 

(Katharios et al. 2002). Portanto, esses resultados sugerem que somente baixas concentrações 

de ivermectina são toleradas na dieta dos peixes. 

 Parâmetros hematológicos podem ser utilizados como índices do estado de saúde para 

detectar efeitos potenciais de agentes anti-nutricionais e resposta ao estresse nos peixes (Barton 
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& Iwama 1991, Ranzani-Paiva et al. 2013). A resposta ao estresse é caracterizada pela secreção 

de catecolaminas, cortisol e glicose plasmática, levando à mobilização de energia e 

hemoconcentração ou hemodiluição, devido as alterações nas concentrações de íons 

plasmáticos (Barton & Iwama 1991, Kansari et al. 2017). Em C. macropomum, aumento dos 

níveis de glicose plasmática ocorreu somente nos peixes alimentados com dieta contendo 600, 

900 e 1200 mg de levamisol após 24 h, bem como aumento do hematócrito nos peixes  

alimentados com 600 mg/kg, e VCM nos peixes alimentados com 900 g/kg de levamisol, 

indicando estresse no inicio da alimentação com esta droga antihelmitica.  

Porém, os níveis de glicose diminuíram  em Labeo rohita suplementados com 125-500 

mg/kg após 56 dias de alimentação (Misra et al. 2009). Em Labeotrophus fuelleborni a 

alimentação com 2 mg/kg de levamisol  durante 2 semanas, aumentou o número de eritrócitos, 

hemoglobina e hematócrito (Amiri & Bahrekazemi 2017).  Em Cirrhinus mrigala, após 60 dias 

de alimentação com 150-500 mg/kg de levamisol foi relatado aumento no número de eritrócitos 

(Bhatnagar & Lamba 2016). Por outro lado, em P. mesopotamicus alimentados com 125-500 

mg/kg de levamisol, durante 15 dias, não houve alterações no número de eritrócitos, 

hemoglobina, hematócrito, VCM e CHCM (Biller-Takahashi 2016). Sado et al. (2010) não 

observaram alteração nos níveis de hemoglobina e CHCM em P. mesopotamicus alimentados 

com 50-800 mg/kg de levamisol, mas os níveis de glicose aumentaram nos peixes que 

receberam com 800 mg/kg desta droga na dieta. Portanto, a administração prolongada de 

concentrações moderadas de levamisol não resultam em distúrbios das funções fisiológicas tais 

como os parâmetros eritrocitários.  

Como o plasma sanguíneo é constituido de várias proteínas, as quais  são uma mistura 

principalmente de albumina, globulina e fibrinogênio; a albumina e globulina mantêm o 

equilíbrio hídrico entre o sangue e tecidos. Portanto, as proteínas plasmáticas servem como 

fonte de nutrição para os tecidos corporais e podem ser alteradas por condições de estresse 

(Siddiqui 1977, Sado et al. 2010, Zanon et al. 2014). Em C. macropomum, as concentrações de 

proteína total aumentaram após 10 dias de alimentação com 600 e 900 mg/kg de levamisol, 

bem como os níveis de globulinas nos peixes alimentados com  600 mg/kg. Similarmente, os 

níveis de proteínas totais e globulinas aumentaram em L. rohita suplementados com 125-500 

mg/kg após 28 dias de alimentação (Misra et al. 2009). Porém, em P. mesopotamicus 

alimentados com 50-800 mg/kg de levamisol não foi relatada alterações nos níveis de proteínas 

totais, mas os níveis reduziram após 45 dias rem relação ao 15 dia de suplementação com esta 

droga (Sado et al. 2010). Alimentação de Pseudoplatystoma reticulatum, durante 30 dias, com 
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50-500 mg/kg não influenciou nos níveis proteínas totais e globulina (Zanon et al. 2014). 

Portanto, essa influência do levamisol é dependente das concentrações e tempo de alimentação. 

O burst respiratório de leucócitos é um indicador da imunidade inata dos peixes. Seu 

aumento é indicativo de uma boa resposta inflamatória e alta taxa de fagocitose seguido de um 

intenso consumo de oxigênio, que podem melhorar a resistência dos peixes a infecções e ao 

estresse (Sahoo et al. 2005, Biller-Takahashi et al. 2013, Rebl & Goldammer 2018). A ação do 

levamisol no sistema imune não está esclarecida, mas em C. macropomum alimentados com 

300 e 900 mg/kg de levamisol houve redução no burst respiratório de leucócitos após 24 h, bem 

como após 96 h nos de alimentação com 600 mg/kg, mas foi observado aumento no burst 

respiratório de leucócitos após 96 h da alimentação com 900 mg/kg de levamisol, bem como 

após 10 dias da alimentação com 900 e 1200 mg/kg. Similarmente, Cirrhinus mrigala 

alimentandos com 150, 250 e 500 mg/kg de levamisol também mostrou aumento do burst 

respiratório e taxas de fagocitose (Bhatnagar & Lamba 2016). Porém, em P. mesopotamicus, 

alimentados durante 7 e 15 dias com 125-500 mg/kg de levamisol foi relatado redução no burst 

respiratório (Biller-Takahashi et al. 2016). Em P. reticulatum, alimentação com 50-500 mg/kg 

durante 30 dias não influenciou no burst respiratório dos peixes (Zanon et al. 2014). Todavia, 

a eficácia da imunomodulação do levamisol está relacionada ao período de tratamento, 

concentração usada, idade, status imune e espécie de peixe (Biller-Takahashi et al. 2016). 

Portanto, nossos resultados mostraram que 900 e 1200 mg/kg de levamisol pode ser 

administrado na dieta para promover efeito adjuvante na imunidade inata de C. macropomum. 

Para concluir, o principal resultado deste estudo é que altas concentrações de 

ivermectina não são toleradas na dieta de C. macropomum, mas altas concentrações de 

levamisol são bem toleradas e trazem benefícios. Além disso, este primeiro estudo de 

alimentação com estes fármacos forneceu informações sobre a efetividade do levamisol no 

sistema imune inato dos peixes e esses dados podem ser importantes para futuros estudos 

envolvendo protocolos de alimentação para imunoestimulação e tratamentos antiparasitários de 

C. macropomum. Finalmente, futuros estudos devem se concentrar em avaliar os efeitos 

antiparasitários dessas concentrações de levamisol na dieta de C. macropomum.  
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CONCLUSÕES FINAIS 

• Houve ação antiparasitária in vitro de benzoato de emamectina (200 mg/L) e 

praziquantel (2500 e 2700 mg/L) contra N. buttnerae de C. macropomum. 

• O uso dos benzimidazóis albendazol, febendazol e mebendazol e loperamida não são 

indicados para tratamentos antiparasitários contra N. buttnerae em C. macropomum, 

devido a ineficácia in vitro. 

• O fármaco levamisol teve o melhor desempenho de todos os anti-helmínticos testados, 

pois 300, 350, 400 e 450 mg/L de levamisol tiveram excelente ação in vitro contra N. 

buttnerae e as concentrações 300 e 600 mg/kg teve boa tolerância quando adicionados 

na alimentação de C. macropomum. 

• 4500 e 500 mg/L de ivermectina apresentaram ação anti-parasitária in vitro contra N. 

buttnerae, mas ocasionou morte de 100% dos C. macropomum em 10 horas de 

alimentação. 

• Como houve ação antiparasitária in vitro de benzoato de emamectina e praziquantel 

contra N. buttnerae, é necessário testar a toxicidade desses antiparasitários em dietas 

para C. macropomum. 
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1  | INTRODUC TION

Neoechinorhynchus buttnerae	Golvan,	1956	is	an	acanthocephalan	of	
the	family	Neoechinorhynchidae	for	which	the	ostracod	Cypridopsis 
vidua	(Müller,	1776)	Brady,	1867	is	the	intermediate	host	(Lourenço,	
Morey,	Pereira,	&	Malta,	2018).	This	endoparasite	causes	great	prob‐
lems	 in	 aquaculture	production	of	Colossoma macropomum	Cuvier,	
1818	from	the	Brazilian	Amazon,	where	it	infects	100%	of	the	fish	
(Jerônimo	 et	 al.,	 2017;	 Lourenço,	 Morey,	 Pereira,	 &	 Malta,	 2017;	
Matos,	Oliveira,	Gomes,	&	Silva,	2017),	affecting	the	 intestinal	 tis‐
sue	of	hosts	and	causing	impairments	of	nutrient	uptake	(Matos	et	
al.,	2017)	and	leading	to	great	economic	losses	of	100%	of	produc‐
tion	(Silva‐Gomes	et	al.,	2017).	However,	this	helminth	endoparasite	
has	 been	 often	 neglected	 as	 causative	 agents	 of	 C. macropomum 
diseases.	Therefore,	as	this	acanthocephalan	may	have	detrimental	
consequences	for	health	of	this	farmed	fish	(Jerônimo	et	al.,	2017;	
Lourenço	et	al.,	2017;	Matos	et	al.,	2017),	 it	 is	 important	to	 imple‐
ment	strategies	to	control	them.

Anthelminthic	drugs	such	as	avermectins	 (ivermectin	and	ema‐
mectin	 benzoate)	 and	 benzimidazoles	 (albendazole,	 mebendazole	
and	 fenbendazole)	 have	been	used	 to	 treat	 parasitic	 infections	by	

monogeneans,	nematodes,	digeneans	and	cestodes	in	different	fish	
species	 (Collymore	et	 al.,	 2014;	Hardy‐Smith	et	 al.,	 2012;	Shinn	&	
Bron,	2012).	Despite	continuing	need	to	expand	the	use	of	strate‐
gies	 for	 integrated	management	of	parasite	control	among	 farmed	
fish	 (Shinn	&	Bron,	2012),	 treatment	with	anthelminthic	drugs	 is	a	
tool	 that	 has	 been	 little	 tested	 for	 controlling	 infections	 by	 acan‐
thocephalan	 species.	 Levamisole,	 loperamide	 and	 praziquantel	
have	been	 recommended	 for	 in	 vitro	 control	 of	 the	 acanthoceph‐
alans	 Neoechinorhynchus rutili	 Müller,	 1780	 and	 Echinorhynchus 
truttae Schrank,	 1788	 in	 Oncorhynchus mykiss	 Walbaum,	 1792	
(Taraschewski,	Mehlhorn,	 &	 Raether,	 1990).	 Praziquantel	 has	 also	
shown	potential	as	an	oral	 treatment	against	 the	acanthocephalan	
Pomphorhynchus laevis	Müller,	1776	in	Barbus barbus	Linnaeus,	1758	
(Zuskova	 et	 al.,	 2018).	 The	 number	 of	 antiparasitic	 drugs	 that	 are	
efficacious,	consistent	and	safe	and	which	can	be	used	across	a	wide	
range	 of	 environmental	 conditions	 is	 very	 limited.	 Since	 no	 other	
suitable	 chemotherapeutic	 treatments	 for	 acanthocephalan	 infec‐
tions	in	fish	are	available,	the	aim	of	this	study	was	to	investigate	the	
efficacy,	in	vitro,	of	albendazole,	levamisole,	fenbendazole,	meben‐
dazole,	praziquantel,	ivermectin,	loperamide	and	emamectin	benzo‐
ate	against	N. buttnerae in C. macropomum.
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1.  INTRODUCTION

The expansion of the fish farming industry has led
to an increase in parasitosis because of numerous
stressors (e.g. low water quality, high density, han-
dling, reproduction and transportation, among others)
that negatively affect the health of the fish (Tavares-
Dias & Martins 2017, Pahor-Filho et al. 2017). Dis-

eases are a major concern for fish farming world-
wide; global economic losses associated with dis-
eases have been estimated to be US $1.05−9.58 bil-
lion yr−1 (Shinn & Bron 2012). Therefore, there is
growing interest not only in understanding diseases,
but also in finding low-cost, effective drugs that can
be administered in the diet of fish to control and treat
parasitosis caused by helminth species.
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ABSTRACT: This study investigated the toxicological, hematological and immunological effects of
diets supplemented with levamisole and ivermectin on Colossoma macropomum. Fish were fed
for 24, 96 and 240 h with diets containing 300, 600, 900 and 1200 mg of levamisole kg−1 of feed.
None of the levamisole concentrations caused either mortality or behavioral alterations among the
fish over 10 d of feeding. In comparison, a single feeding of ivermectin at 4500, 9000, 13 500 or
18 000 mg kg−1 caused 100% mortality among the fish within 10 h. There were no alterations in
erythrocyte parameters or albumin in any treatments with levamisole after 24, 96 and 240 h of
feeding. At concentrations of 900 and 1200 mg kg−1, levamisole caused decreases in the albumin-
to-globulin ratio compared to the control group and the 300 and 600 mg kg−1 diet treatment
groups. Levels of glucose and total plasma protein were higher in the fish fed with 600, 900 and
1200 mg kg−1 than in the controls and the 300 mg kg−1 diet treatment group. After 10 d of receiving
feed supplemented with levamisole, globulin levels were higher in the 600 mg kg−1 group than in
the controls. Respiratory burst activity of leukocytes also increased in the fish supplemented with
the 900 and 1200 mg kg−1 diets compared to the controls and other treatments. This is the first
study to investigate how diets supplemented with these drugs affect C. macropomum. Our re -
search indicates that all the levamisole concentrations tested can be used in the diet of C. macro -
pomum for antiparasitic treatments against helminth species, and that dietary treatments with lev-
amisole can stimulate components of the innate immune system.
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