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RESUMO GERAL 

 

Nesta tese foram estudadas a atividade antiparasitária do ácido acético glacial em metazoários 

e protozoários ectoparasitos da tainha Mugil liza, a toxicidade (CL50-1h) do ácido acético glacial 

e as alterações histológicas de fígado e brânquias de juvenis de M. liza, causadas pelo banho 

terapêutico deste ácido. No primeiro capítulo, a CL50-1 h para juvenis de M. liza foi estimada 

em 1402,62 mg L-1. As espécies de parasitos estudadas foram os copépodos Ergasilus lizae e 

E. versicolor, e os monogenóideos Solostamenides cf. platyorchis e Ligophorus spp. A 

concentração efetiva mediana (CE50-1h) de ácido acético foi determinada por meio de testes de 

toxicidade in vitro para cada espécie de parasito. Com os dados da CL50-1 h e CE50-1 h foram 

estabelecidos os índices terapêuticos para cada espécie de parasito em relação ao hospedeiro, 

que foram de 16,82 para E. lizae, 15,59 para E. versicolor, 9,69 para S. cf platyorchis e 5,53 

para Ligophorus spp. Para avaliação in vivo foram utilizadas as concentrações equivalentes à 

0%, 25%, 50% e 75% da CL50-1 h, que corresponderam às concentrações de 0 mg L-1 (controle), 

350,65 mg L-1, 701,31 mg L-1 e 1051,96 mg L-1, respectivamente. Parte dos peixes utilizados 

na avaliação in vivo foram analisados para parasitologia e parte para histopatologia, cujos dados 

são apresentados no terceiro capítulo. Devido à alta mortalidade dos hospedeiros nas 

concentrações mais elevadas, os peixes sobreviventes à exposição ao ácido acético nas 

concentrações de 701,31 mg L-1 e 1051,96 mg L-1 foram examinados apenas para 

histopatologia. Os dados parasitológicos foram apresentados utilizando os índices parasitários 

de prevalência (P%), intensidade média de infestação (IMI) e abundância média (AM). Os 

valores de AM foram utilizados para determinar a eficácia da concentração de 350,65 mg L-1 

para cada taxa parasito encontrado, que foram 100% para S. cf platyorchis, 91,47% para 

Ligophorus spp. e 73,57% para E. lizae. Na avaliação in vivo não foram encontrados espécimes 

de E. versicolor. Embora E. lizae tenha sido o taxon no qual o ácido acético glacial apresentou 

o maior índice terapêutico, foi também o taxon onde esta droga apresentou a menor eficácia, 

provavelmente pela forte adesão nas brânquias pelas suas antenas modificadas, mesmo após a 

morte do parasito. Com o primeiro capítulo foi constatado que o ácido acético na concentração 

de 350,65 mg L-1 foi eficaz contra os metazoários ectoparasitos de M. liza. No segundo capítulo 

foi avaliada a eficácia do ácido acético no controle dos ciliados Trichodina sp. e Apiosoma sp. 

em juvenis de M. liza. Para isso, os peixes foram submetidos às concentrações de 0, 238, 476, 

e 715 mg L-1 de ácido acético, que são equivalentes à 0, 33,3, 66,6 e 100% do valor do CL01-

1h, obtidos a partir dos dados do teste de toxicidade do primeiro capítulo. Os peixes após o 
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tratamento tiveram duas horas de recuperação. Após esse período foram realizadas as raspagens 

do tegumento e das brânquias dos lados direito e esquerdo do hospedeiro. Após a preparação 

das lâminas, os ciliados foram contados. Observou-se que o ácido acético na concentração de 

238 mg L-1 foi eficaz contra Apiosoma sp. e na concentração de 476 mg L-1 foi eficaz contra 

Trichodina sp. O terceiro capítulo consiste da avaliação das alterações histológicas do fígado e 

brânquias de juvenis de M. liza expostos ao ácido acético glacial. Foram realizados banhos de 

1 h com ácido acético nas concentrações de 0, 350,65, 701,31 e 1051,96 mg L-1. Após o banho, 

os peixes foram mantidos em água limpa por 24 h para recuperação. Devido à mortalidade nas 

concentrações maiores, foram analisados oito peixes das concentrações de 0 e 350,65 mg L-1, e 

quatro das concentrações de 701,31 e 1051,96 mg L-1. A análise do fígado foi feita por 

quantificação da área total do corte histológico e da área com cada tipo de lesão. Para garantir 

uma amostragem uniforme da distribuição das alterações patológicas nas brânquias, um arco 

branquial de cada hospedeiro foi examinado. Cada arco foi dividido em três campos: os cinco 

primeiros filamentos, os cinco medianos e os cinco últimos foram examinados. Para cada 

filamento foram contados (presença/ausência) cada tipo de alteração histológica encontrada. 

Em uma segunda análise, uma nova amostragem foi realizada. Nesta avaliação, a lamela 

primária central em cada um dos campos foi examinada para determinar o número de lamelas 

secundárias com cada tipo de patologia. Com estes dados, foi determinada a ocorrência de lesão 

para cada tipo de lesão. Houve forte correlação positiva entre a porcentagem de área do fígado 

com necrose focal e com infiltrados inflamatórios, com as concentrações utilizadas. Em todos 

os tratamentos, inclusive no controle, foram observadas lesões lamelares caracterizadas por 

hiperplasia, fusão das lamelas secundárias, desprendimento do epitélio lamelar e perda do 

epitélio lamelar. Não houve diferença da frequência de hiperplasia, fusão lamelar e 

desprendimento do epitélio lamelar entre os tratamentos. No entanto, o uso do ácido acético, 

mesmo na menor concentração testada (350,65 mg L-1), causou significativo aumento na 

porcentagem de perda de epitélio das lamelas secundárias. 

 

Palavras-chave: Ácido etanoico; tainhas; aquicultura; parasitos, lesões  
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GENERAL ABSTRACT 

 

In this thesis the antiparasitic activity of glacial acetic acid was studied in metazoan and 

protozoan ectoparasites of the lebranche mullet, Mugil liza, the toxicity (LC50-1 h) of glacial 

acetic acid and the histological changes of liver and gills of M. liza juveniles, caused by 

therapeutic bath of this acid. In the first chapter, the LC50-1 h for M. liza juveniles was estimated 

at 1402.62 mg L-1. The species of parasites studied were the copepods Ergasilus lizae and E. 

versicolor, and the monogenoids Solostamenides cf. platyorchis and Ligophorus spp. The 

median effective concentration (EC50-1h) of acetic acid were determined trough in vitro toxicity 

tests for each parasite species. With data from CL50-1 h and CE50-1 h the therapeutic indices 

for each host species were established, which were 16.82 for E. lizae, 15.59 for E. versicolor, 

9.69 for S. cf platyorchis and 5.53 for Ligophorus spp. For in vivo evaluation, concentrations 

equivalent to 0%, 25%, 50% and 75% of LC50-1h were used, which corresponded to 

concentrations of 0 mg L-1 (control), 350.65 mg L-1, 701.31 mg L-1 and 1051.96 mg L-1, 

respectively. Part of the fish sample used in the in vivo evaluation were analyzed for 

parasitology and part for histopathology, whose data are presented in the third chapter. Due to 

the high mortality of hosts at the highest concentrations, fish surviving to acetic acid exposure 

at the concentrations of 701.31 mg L-1 and 1051.96 mg L-1 were examined only for 

histopathology. The parasitological data were presented using the parasitic index of prevalence 

(P%), mean infestation intensity (MII) and mean abundance (MA). The MA values were used 

to determine the efficacy of T1 concentration (350.65 mg L-1) for each parasite taxa found, 

which were 100% for S. cf platyorchis, 91.47% for Ligophorus spp. and 73.57% for E. lizae. In 

the in vivo evaluation no specimens of E. versicolor were found. Although E. lizae had been 

the taxon which the acetic acid presented the highest therapeutic index, it was also the taxon 

that this drug showed the least efficacy, probably due to the strong adhesion in the gills by its 

modified antennas, even after the death of the parasite. With the first chapter it was verified that 

acetic acid in the concentration of 350.65 mg L-1 was effective against the metazoan 

ectoparasites of M. liza. In the second chapter the efficacy of acetic acid in the control of the 

ciliates Trichodina sp. and Apiosoma sp. in M. liza juveniles. In the second article the efficacy 

of acetic acid in the control of the protozoa Trichodina sp. and Apiosoma sp. in M. liza juveniles 

were evaluated. For this, the fish were submitted to concentrations of 0, 238, 476, and 715 mg 

L-1 of glacial acetic acid, which are equivalent to 0, 33.3, 66.6 and 100% of the value of LC01-

1 h, obtained from the toxicity test data of the first chapter. The fish after treatment had two 
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hours of recovery. After this period the scrapes of the integument and gills on the right and left 

sides of the host were performed. After the slides were prepared, they were analyzed, and the 

ciliates were counted. It was observed that acetic acid at the concentration of 238 mg L-1 was 

effective against Apiosoma sp. And at the concentration of 476 mg L-1 was effective against 

Trichodina sp. The third article consists of the evaluation of the histological alterations of liver 

and gills of juveniles of M. liza exposed to glacial acetic acid. Acetic acid baths were performed 

at concentrations of 0, 350.65, 701.31 and 1051.96. After bathing, the fish were kept in clean 

water for 24 h for recovery. Due to the mortality at the higher concentrations, eight fish of 0 

and 350.65 mg L-1 treatments, and four of 701.31 and 1051.96 mg L-1 treatments were analyzed. 

Liver analysis was done by quantifying the total area of the histological section and the area 

with each type of lesion. To ensure uniform sampling of the distribution of pathological changes 

in the gills, a branchial arch of each host was examined. Each arch was divided into three fields: 

the first five filaments, the five medians and the last five were examined. For each filament 

were counted (presence / absence) each type of histological alteration found. In a second 

analysis, a new sampling was performed. In this evaluation, the central primary lamella in each 

field was examined to determine the number of secondary lamellae with each type of pathology. 

With these data, the occurrence of injury was determined for each type of lesion. There was a 

strong positive correlation between the percentage of liver area with focal necrosis and 

inflammatory infiltrates, with the concentrations used. Lamellar lesions characterized by 

hyperplasia, secondary lamellae fusion, lamellar epithelial lifting and loss of lamellar 

epithelium were observed in all treatments, including in control. There was no difference in the 

frequency of hyperplasia, lamellar fusion and lifting of the lamellar epithelium between 

treatments. However, the use of acetic acid, even at the lowest concentration tested (350.65 mg 

L-1), caused a significant increase in the percentage of epithelial loss of the secondary lamellae. 

 

Keywords: Ethanoic acid; mullets; aquaculture; parasites; lesions. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1.Aquicultura 

A população humana mundial vem crescendo em uma taxa anual de 1,6% nas últimas 

décadas, e o suprimento de alimentos é um grande desafio no qual a aquicultura apresenta 

potencial para solucionar. O pescado vem ganhando mais aceitação de mercado, que é refletido 

no aumento anual do consumo médio per capita (FAO, 2016). 

 Atualmente a produção de pescado é essencial para o suprimento de proteínas para a 

população humana, representando em 2013, 6,7% do total de proteína consumida no mundo e 

17 % da proteína de origem animal (FAO, 2016). 

A aquicultura é o setor de produção de alimentos que mais cresce mundialmente, e é a 

principal responsável pelo crescimento anual de 3,2% da produção mundial de pescado, uma 

vez que a produção pela pesca se encontra praticamente estagnada nas últimas décadas. Em 

2014 a produção total do pescado atingiu a marca de 177,2 milhões de toneladas, das quais, 

73,8 milhões de toneladas (U$ 160,2 bilhões) foram produzidos pela aquicultura (FAO, 2016). 

É esperado que até 2030 a produção anual pela aquicultura seja de 93,6 milhões de toneladas 

(World Bank, 2013). Dos 73,8 milhões de toneladas produzidos em 2014 pela aquicultura, 49,8 

milhões de toneladas (67,5%) são de peixes, com o valor da produção estimado em U$ 99,2 

bilhões (FAO, 2016). 

No Brasil, a produção total de pescado em 2014 foi de aproximadamente 1,3 milhões 

de toneladas, das quais 42,3% foram produzidos pela aquicultura (FAO, 2017). Cerca de 84,3% 

da produção brasileira pela aquicultura são de peixes de água doce, 11,6% são de crustáceos e 

3,9% são de moluscos. 

Apesar da maior parte da produção brasileira pela aquicultura ser de espécies exóticas 

(tilápias e carpas), o cultivo de espécies nativas vem ganhando espaço no Brasil (Pincinato e 

Asche, 2016; Saint-Paul, 2017). Mesmo com as grandes áreas costeiras e estuarinas ao longo 

da costa do Brasil, o cultivo de espécies de peixes marinhos e estuarinos ainda não é explorado. 

No entanto, pesquisas vêm sendo feitas para o desenvolvimento de pacotes tecnológicos para o 

cultivo das espécies de interesse comercial (Sampaio et al., 2010). 

 

1.2. A tainha Mugil liza 

Mugilidae, conhecidos popularmente como tainhas, é uma das famílias de teleósteos 

mais amplamente difundidas nas águas tropicais e subtropicais do mundo, principalmente em 

regiões costeiras estuarinas, (Croseti e Blaber, 2016; Menezes, 1983). Muitas espécies dessa 
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família representam grande importância, tanto ecológica quanto econômica, em diversas 

regiões do mundo (Croseti, 2016).  

Os mugilídeos podem dominar o ambiente onde ocorrem, ocupando uma baixa posição 

na teia trófica devido seu hábito detritívoro (Croseti e Blaber, 2016). O modo especializado de 

alimentação das tainhas restringe a maioria das espécies a ecossistemas onde os sedimentos são 

ricos em matérias orgânicas, como regiões costeiras e estuários (Cardona, 2016). 

As tainhas são um grupo de grande importância econômica, tanto para pesca, quanto 

para aquicultura (Croseti, 2016). De acordo com a FAO (2016), em 2014, a produção total de 

tainhas foi de 728.546 t, das quais, 140.187 t (19,24%) foram produzidas pela aquicultura. A 

produção mundial de mugilídeos pela aquicultura em 2013 foi de 124.937 t de tainhas nei 

(espécies não identificadas), 12.245 t de Mugil cephalus, 954 t de Liza haemotocheila e 7 t de 

M. liza (Croseti, 2016). Em 2014 a produção de M. liza pela aquicultura foi de 42 t, com o valor 

estimado em U$ 91.000 (FAO, 2017).  

O cultivo de tainhas é realizado em ambiente de água doce, ambiente marinho, e 

predominantemente (74% da produção) em ambiente estuarino (Crosetti, 2016). Atualmente o 

Egito é o principal produtor de tainhas pela aquicultura, com uma produção anual média de 

145.883 t entre os anos de 2003 a 2012 (Sadek, 2016). No Egito são utilizados quatro tipos 

diferentes de sistemas de produção de tainhas: sistemas intensivos (0,4%), em arrozais (3,4%), 

em gaiolas (24,5%) e em viveiros escavados em sistema semi-intensivo (71,7%) (Sadek, 2016). 

A tainha M. liza é uma das espécies de Mugilidae mais importantes para a atividade 

pesqueira nas regiões sudeste e sul do Brasil (Silva e Araújo, 2000; Menezes, 1983; Seckendorff 

e Azevedo, 2007), podendo atingir até 1 m de comprimento e pesar até 8 kg (Menezes, 1983). 

Mugil liza é amplamente distribuída na costa oeste do Oceano Atlântico, do sul da Flórida até 

a Argentina (Barleta e Dantas, 2016). É uma espécie detritívora, alimentando-se de 

diatomáceas, crustáceos e moluscos (Vasconcelos Filho, 2009). Mugil liza é considerada 

estuarina-dependente, encontrada em grandes números em regiões estuarinas durante certos 

períodos de seu ciclo de vida (Garcia et al., 2003). A desova de M. liza ocorre no ambiente 

marinho (Albieri e Araújo, 2010, Lemos et al., 2014). Após a eclosão dos ovos no mar, as larvas 

ficam à deriva na zona de rebentação até atingir 20 mm, quando se tornam recém-juvenis, 

migrando para o fundo e iniciando a alimentação detritívora, e com o aumento de tamanho, 

migram para as regiões estuarinas (Vieira, 1991). 

Atualmente, mesmo apresentando a produção pela aquicultura relativamente baixa 

(Croseti, 2016; FAO, 2017), M. liza vêm se destacando como uma espécie promissora para o 
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cultivo, por ser euritérmica (Okamoto et al., 2006), eurihalina (Fonseca-Neto e Spach, (1999); 

Lisboa et al., 2015a; Lisboa et al. 2015b) de fácil manejo reprodutivo (Alvarez-Lajonchere et 

al., 1988; Godinho et al. 1993; Nomura, 1980; Monteiro-Ribas e Bonecker, 2001), com alta 

tolerância ao nitrato (Poersch et al., 2007), e tem a tolerância à amônia e ao nitrito aumentadas 

com o aumento da salinidade (Sampaio et al., 2002). Além disso, no ambiente é considerada 

uma espécie com taxa de crescimento de moderada para rápida (Gonzáles-Castro et al., 2009). 

 

1.3. Parasitismo na aquicultura  

Atrelado ao crescimento da aquicultura ocorre sua intensificação, com o aumento da 

produtividade sem a necessidade de maior uso de área (Naylor et al., 2000). As elevadas 

densidades nas quais os animais são cultivados em sistemas intensivos favorecem a 

disseminação de doenças infecciosas (Abd El-Galil e Aboelhadid, 2002; Krkosek, 2010; Leung 

e Bates, 2013; Menerrat et al., 2010; Naylor et al., 2000) podendo causar consideráveis 

prejuízos econômicos (Shinn et al., 2014). 

De acordo com Shinn et al. (2015), a perda econômica anual causada por parasitos em 

teleósteos cultivados no mundo está entre US$1,05 e 9,58 bilhões. Quando comparadas a 

estimativa econômica dada pela FAO (2016) com a de Shinn et al. (2015), é possível estimar 

que anualmente é perdido de 0,6 % a 6,0% do total financeiro que poderia ser arrecadado caso 

não houvessem perdas pelo parasitismo. Shinn et al. (2015) apontam o parasitismo como 

responsável direto ou indireto (facilitando infecções secundárias) pela perda de 20% dos 

animais em fase de larvicultura e de 1 a 10% dos peixes em tamanho de abate. No entanto, esta 

estimativa considera apenas as perdas por mortalidade, não levando em conta os gastos com 

tratamento dos animais parasitados, e, tampouco, a perda econômica causada pelos parasitos na 

diminuição do desempenho zootécnico dos peixes cultivados. Além disso, Lafferty (2008), 

estudando peixes de ambiente estuarino, constatou que a biomassa de parasitos nos peixes 

compreendia de 0,74 a 1,56% da biomassa dos peixes analisados. Dessa forma, apesar de ainda 

não existirem estudos que estimem a biomassa de parasitos nos peixes cultivados, é provável 

que os dados de prejuízo causado pelos parasitos apresentados por Shinn et al. (2015) possam 

estar ainda subestimados, embora já sejam importantes.  
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1.4. Parasitos da tainha Mugil liza 

Apesar do potencial para aquicultura, em ambientes naturais M. liza apresenta fauna 

parasitária diversa, composta tanto por endoparasitos quanto por ectoparasitos (Abdallah et al., 

2009; Alarcos e Etchegoin, 2010; Amado e Rocha, 1995; Azevedo et al., 2010; Azevedo et al., 

2011; Carnevia e Speranza, 2003; Conroy et al., 1985; Espinoza, 2014; Farias et al., 1995; 

Farias e Cohen, 2005; Fonseca et al., 2000; Knoff e Boeger, 1994; Knoff et al., 1994, 1997; 

Kohn et al., 1994; Marchiori et al., 2015; Marcotegui e Martorelli, 2009; Martorelli et al., 2012; 

Mentz et al., 2016; Oliveira et al., 1988; Oliveira et al., 2007; Pahor-Filho et al., 2012; Paperna 

e Overstreet, 1981; Plaul et al., 2013; Ranzani-Paiva et al., 1997; Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 

2004; Simões et al., 2010; Siquier, 2012; Siquier e Núñez, 2009), o que pode representar uma 

ameaça para seu cultivo. 

Um importante grupo de ectoparasitos são os protozoários, que apresentam ampla 

diversidade, com aproximadamente duas mil espécies parasitas de peixes (Eiras, 1994). Dentre 

os protozoários, os ciliados (Ciliophora) são provavelmente o grupo que apresentam maior 

número de espécies (Lom, 2005). Alguns Ciliophora são ectocomensais de tegumento e 

brânquias de peixes, sem que sejam observados prejuízos ao hospedeiro (Eiras, 1994). No 

entanto, quando a intensidade de infestação é elevada, os ciliados são responsáveis por muitas 

perdas econômicas em sistemas de cultivos, se tornando então, de interesse para aquicultura 

(Martins et al., 2015; Shinn et al., 2014). 

Trichodinidae é um importante grupo de Ciliophora, que apresenta espécies distribuídas 

globalmente, das quais Trichodina spp. são as mais comumente encontradas, infestando 

principalmente tegumento e brânquias de peixes (Xu et al., 2015). Geralmente as infestações 

por Trichodina spp. não causam danos aparentes em peixes selvagens não estressados, pois 

alimentam-se apenas de rejeitos celulares e bactérias (Lom, 2005). No entanto, quando em 

peixes cultivados, a ocorrência desses organismos pode se tornar intensa, gerando danos aos 

tecidos epiteliais (Lom, 2005), sendo consideradas, portanto, como ectoparasitos facultativos 

(Yokoyama et al., 2015). 

Elevadas intensidades de infestação por Trichodina spp. podem causar danos nas células 

epiteliais ou da epiderme (Ovcharenko, 2015), e outras lesões como descamação do epitélio 

celular, degeneração vacuolar, hipertrofia (Abdel-Baki et al., 2011), além de levar à diminuição 

no crescimento (Barker et al., 2002; Yokoyama et al., 2015), ou nos casos mais graves, à morte 

(Abd El-Galil e Aboelhadid, 2002; Khan, 2004; Xu et al., 2015). 
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Outro grupo de Ciliophora com importância para aquicultura é formado pelas espécies 

de Apiosoma, que são caracterizadas como ectocomensais de brânquias e tegumento de 

organismos aquáticos, principalmente de peixes (Eiras, 1994; Li et al., 2008). Apesar de 

Apiosoma spp. não causarem lesões diretas, em altas intensidades esses organismos podem 

reduzir a superfície respiratória do epitélio branquial do hospedeiro (Martins et al., 2015), 

causando irritação das brânquias e aumento na produção de muco (Eiras, 1994), o que pode 

afetar as trocas gasosas (Abowei et al., 2011, Reda, 2011). Por outro lado, Moyses et al. (2015) 

consideram Apiosoma spp. como parasitos obrigatórios e, relacionam a infestação por esse 

grupo à destruição massiva do epitélio branquial e do tegumento.  

Além dos protozoários, os metazoários ectoparasitos também são de grande importância 

para aquicultura, sendo um grupo bastante diverso, que podem incluir monogenóideos, 

crustáceos, moluscos e hirudíneos (Simková e Rohde, 2013). 

Monogenoidea é composto predominantemente por ectoparasitos de brânquias e do 

tegumento de peixes (Whittington, 1998). Esses parasitos são comumente encontrados em 

peixes cultivados, e seu controle é normalmente considerado difícil (Pironet e Jones, 2000). 

Devido seu ciclo de vida direto, os monogenóideos são capazes de realizar rápida disseminação 

em sistemas de cultivo, podendo ser transmitidos diretamente pelo contato entre hospedeiros 

ou pelo estágio infectante do oncomiracídio (Dobson et al., 2008).  

Os monogenóideos são frequentemente associados a danos histológicos de brânquias 

(Fujimoto et al., 2014; Jalali e Barzegar, 2005, Paperna, 1964) e a altas taxas de mortalidades e 

perdas econômicas (Paperna, 1975; Shinn et al., 2014). São divididos em duas subclasses: 

Monopisthocotylea e Polyopisthocotylea. Além das lesões causadas pela alimentação direta, as 

estruturas de adesão ao hospedeiro dos monogenóideos de ambas as subclasses também podem 

causar danos (Arafa et al., 2009; Wong e Gorb, 2013).  

Os Polyopisthocotylea são mais frequentemente encontrados em brânquias e cavidade 

oral. Apresentam como estrutura de adesão múltiplas pinças no háptor (Hayward, 2005). Apesar 

destes parasitos se alimentarem principalmente de sangue (Eiras, 1994), na natureza são 

considerados benignos (Hayward, 2005). No entanto, em sistemas de cultivo onde os 

organismos cultivados podem estar em condições estressantes, a resistência dos peixes pode 

diminuir, ocasionando rápido crescimento populacional (Hayward, 2005). Indivíduos 

intensamente parasitados por Polyophistocotylea tendem a apresentar anemia (Hayward, 2005). 

Dentre os Polyopisthocotylea, Solostamenides spp. parecem estar frequentemente 

associados a mugilídeos (Jianyin e Tingbao, 2001; Kritsky e Öktener, 2015; Öztürk, 2013, 
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Williams, 1991). No Brasil, Solostamenides platyorchis foi encontrada parasitando brânquias 

de juvenis de M. liza (Pahor-Filho et al., 2012; Ramos et al., 2014). Essa espécie foi descrita 

em Mugil cephalus capturados na China (Jianyin e Tingbao, 2001). 

Monopisthocotylea apresentam espécies com ampla diversidade na forma, função e 

estrutura do háptor, e dos órgãos de adesão ao hospedeiro (Whittington, 2005), que estão 

adaptados para os diversos sítios de infestação no qual ocorrem, como o tegumento, nadadeiras, 

brânquias, cavidade oral, córnea, tecido nasal, e sistema urogenital (Hayward, 2005). 

Monopisthocotylea são geralmente ovíparos, mas algumas espécies podem ser vivíparas, sem 

a fase de oncomiracídio, sendo a disseminação nesse último caso por meio do contato entre os 

hospedeiros (Whittington, 2005). 

Espécies de Monopisthocotylea alimentam-se predominantemente de células epiteliais 

que estão disponíveis em todos os sítios de infestação (Eiras, 1994). No ambiente natural, o 

parasitismo por Monopisthocotylea é considerado como de baixo ou nenhum impacto ao 

hospedeiro (Whittington, 2005). No entanto, peixes em ambientes confinados podem favorecer 

o crescimento exponencial destes parasitos, o que pode ser ainda mais potencializado caso os 

peixes estejam estressados. Quando intensamente infestados, os peixes podem ter as regiões 

epiteliais danificadas, o que pode gerar perda de escamas, hemorragias, úlceras, problemas 

osmóticos, abrir portas para infecções secundárias e levar à morte (Whittington, 2005). 

Um grupo de Monopisthocotylea que parasita exclusivamente mugilídeos são 

Ligophorus spp. (Mariniello et al., 2004). Até o momento, seis espécies de Ligophorus foram 

descritas para M. liza, são elas: L. brasiliensis, L. guanduensis, L. lizae, L. tainhae, L. saladensis 

e L. uruguayense, e todas com registro de ocorrência no Brasil (Abdallah et al., 2009; Marchiori 

et al., 2015). 

Dentre os metazoários parasitos, os crustáceos são o grupo mais diverso e amplamente 

distribuído (Rohde, 2005), e dentro desse grupo, os copépodos se destacam por apresentar o 

maior número de espécies (Eiras, 1994).  

Os copépodos parasitos apresentam grande variabilidade morfológica e vários tipos de 

ciclo de vida (Eiras, 1994). Esses parasitos geralmente se alimentam de muco, tecidos, e sangue 

do hospedeiro (Johnson et al., 2014). O parasitismo por copépodos pode induzir a severas 

alterações patológicas no tecido dos peixes onde infesta, principalmente nas brânquias 

(Aladetohun et al., 2014; Molnár e Székely, 2004), não só devido a alimentação do parasito, 

mas também pelas lesões causadas pelas estruturas de adesão ao hospedeiro, podendo em ambos 

os casos abrir portas para infecções secundárias (Johnson et al., 2004). 
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Os ergasilídeos são copépodos cuja fase de vida parasitária é mais frequentemente 

encontrada parasitando brânquias de peixes (Eiras, 1994). Esses parasitos estão associados à 

elevadas mortalidades quando infestam peixes em sistemas de cultivo (Hogans, 1989; Paperna, 

1975; Johnson et al., 2004). Dessa família, Ergasilus é o gênero mais frequente, apresentando 

distribuição mundial. Nas espécies desse gênero, tanto os machos quanto as fêmeas são de vida 

livre antes da cópula. Após a cópula, o macho morre e a fêmea torna-se parasita (Eiras, 1994). 

Poucos são os relatos dos efeitos do parasitismo por ergasilídeos em mugilídeos. 

Paperna (1975) relata que elevadas infestações de Ergasilus lizae foram responsáveis por causar 

mortalidades em Mugil cephalus cultivados e gerar consideráveis perdas econômicas. Essa 

espécie pode parasitar tanto hospedeiros marinhos quanto de água doce (Eiras, 1994). 

 

1.5. Drogas antiparasitárias 

Drogas vêm sendo estudadas para remoção dos parasitos que infestam/infectam os 

peixes cultivados (Balta et al., 2008; Chagas et al., 2016; Pahor-Filho et al., 2012; Schmahl et 

al., 1989a). No entanto, o uso de drogas deve ser realizado com cautela, uma vez que até mesmo 

as drogas mais usuais na aquicultura, quando em concentrações não adequadas, podem causar 

efeitos indesejáveis aos hospedeiros (Führ et al., 2012; Guimarães et al., 2007; Pahor-Filho et 

al., 2014; Velmurugan et al., 2009), além de impactos para saúde humana e para o meio 

ambiente (Cabello, 2006; Rico et al., 2012; Erondu e Anyanwu, 2005). 

Apesar de vários estudos já terem sido realizados com sucessos variáveis para remoção 

de Trichodina spp. e Apiosoma spp., (Abd El-Galil e Aboelhadid, 2012; Balta, 2008; Chitmanat 

et al., 2005; Davis, 1946; Diggles, 2000; Ikefuti et al., 2015; Madsen et al., 2000; Mehlhorn et 

al., 1988; Noga, 2010; Schmahl et al., 1989a; Schmahl et al., 1989a; Schmahl et al., 1989b; Yao 

et al., 2011) é importante que sejam ampliadas as opções de drogas, para que possam ser 

escolhidas as que mais se adequem ao hospedeiro e às condições do ambiente em que serão 

utilizadas. 

Pahor-Filho et al. (2012) demonstraram a eficácia do formaldeído no controle dos 

monogenóideos L. uruguayense, e S. cf. platyorchis em juvenis de M. liza. No entanto, o uso 

de novas drogas pode ser vantajoso, pois alguns parasitos podem ser tolerantes às drogas mais 

usuais, além do que, o uso de formaldeído pode resultar em danos relativamente severos às 

brânquias de juvenis de tainha (Pahor-Filho et al. 2014; Ramos et al., 2014).  

 

1.6. Ácido acético 



 

8 
 

Os ectoparasitos, assim como os hospedeiros, estão em contanto direto com o meio, e 

podem apresentar níveis diferentes de tolerância quando comparados ao hospedeiro, tanto em 

relação aos parâmetros de qualidade da água quanto às substâncias eventualmente dissolvidas 

na água. Barker e Cone (2000) constataram que espécimes de Anguilla rostrata em ambientes 

mais ácidos apresentaram menores índices parasitários do que em ambientes neutros, e 

sugeriram a aplicação dessas observações no controle de parasitos por meio do manejo do pH. 

Djian et al. (1991) observaram a atividade nematotóxica do ácido acético oriundo de filtrados 

de dois fungos hifomicetos, o que resultou na morte de nematóides parasitos de plantas 

terrestres, e atualmente, produtos onde o ácido acético aparece como componente têm sido 

desenvolvidos, com relativo sucesso, para o controle de algumas doenças parasitárias em peixes 

(Németh et al., 2013). 

O ácido acético (C2H4O2), também conhecido como ácido etanoico, é um produto 

orgânico, que pode ser produzido de maneira biológica (Djian et al., 1991; Partin e Heise, 1993; 

Yamada, 2016) ou de maneira sintética, pela oxidação de acetaldeído ou de hidrocarbonetos 

curtos (Lück e Jager, 1997). Por ser facilmente biodegradado, não bioacumula e nem persiste 

no ambiente (HSDB, 2017). Lück e Jager (1997) afirmam que a possibilidade do ácido acético 

ser genotóxico ou carcinogênico pode ser desconsiderada. 

Uma das principais agências reguladoras do uso de drogas para aquicultura é a U.S. 

Food and Drug Administration (FDA), do Departamento de saúde e serviços humanos dos 

EUA. Para a FDA (2011), o uso de drogas não aprovadas, ou a utilização da maneira incorreta 

das drogas aprovadas, pode ser perigoso à saúde humana. 

A FDA (2011) reconhece o uso de ácido acético como antiparasitário, porém o considera 

como uma droga de “baixa prioridade para regulação”. Isso significa que seu uso é permitido 

desde que sejam seguidas algumas condições. Primeiro, de que seja usado apenas para as 

indicações e níveis definidos. Que seu uso esteja de acordo com as boas práticas de gestão, e 

que seja utilizada a concentração apropriada para animais e alimentos. Por fim, que não resulte 

em efeitos adversos ao ambiente. O uso condicional do ácido acético, de acordo com a FDA é 

de que seja usado apenas como parasiticida de peixes, em concentrações entre 1.000 a 2.000 

ppm, em banhos de 1 a 10 minutos. No entanto, não há qualquer explicação por parte da FDA 

(2011), de como foi determinado este intervalo de concentração e tempo de exposição. Isso 

ganha relevância se considerarmos que vários estudos sobre o uso de quimioterápicos como 

antiparasitários podem ter sua eficácia variando conforme a qualidade da água (Hirazawa et al., 

2001), tempo de exposição (Harms, 1996), e espécie de parasito (Pahor-Filho et al., 2012). 
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Snieszko (1978) lista os fatores que devem ser considerados no momento de decidir sobre o 

tratamento a ser aplicado em doenças de peixes e inclui entre as drogas a serem utilizadas o 

ácido acético. 

Estudos já mostraram a eficácia do ácido acético contra ectoparasitos de peixes (Davis, 

1946; Harms, 1996; Singhal et al., 1986; Sniezko, 1978; Stoskopf, 1988). No entanto, seu uso 

não é frequente, o que pode estar relacionado aos estudos até agora realizados, que são 

relativamente antigos, com resultados controversos, e pouca informação é apresentada a 

respeito dos métodos de aplicação e avaliação dos resultados, dificultando seu uso. 

 

1.7. Avaliações parasitológicas e o estudo de drogas antiparasitárias 

1.7.1. Índices parasitários 

Os índices parasitários são importantes para quantificar o parasitismo em amostras de 

hospedeiros. Geralmente, os índices parasitários são determinados por táxon de parasito, e 

quanto menor for o nível taxonômico, mais preciso é o entendimento da relação parasito-

hospedeiro-ambiente. Para uma análise mais refinada, os índices podem ser determinados por 

sítios de infestação/infecção, onde de uma maneira mais grosseira poderá, eventualmente, ser 

extrapolado para o hospedeiro como um todo. Os índices mais frequentemente utilizados são 

prevalência (P%), abundância média (AM) e intensidade média de infestação/infecção (IMI). 

A P% é caracterizada pela porcentagem de hospedeiros parasitados em relação aos hospedeiros 

analisados. A AM avalia o quão abundante é o táxon parasito em relação ao táxon hospedeiro, 

e é dada pelo número médio de parasitos em relação ao número total de hospedeiros analisados. 

Por fim, a IMI determina a intensidade do parasitismo, considerados apenas os hospedeiros 

parasitados, e é dada pelo número médio de parasitos em relação ao número total de hospedeiros 

parasitados por aquele determinado táxon parasito (Bush, 1997). 

 

1.7.2. Testes de toxicidade aguda 

Os testes de toxicidade aguda são utilizados como base para classificação da 

periculosidade de produtos químicos em curtos períodos de tempo (Rispin et al., 2002). Um dos 

resultados mais utilizados a partir dos testes de toxicidade é a concentração letal mediana, 

(CL50). A CL50 é a concentração letal para 50% dos organismos testados em um dado período 

de tempo (Rice et al., 2012). A partir deste mesmo princípio, porém sem necessariamente 

utilizar dados de mortalidade, pode ser calculado o CE50, que é a concentração efetiva mediana, 

caracterizada pela resposta esperada efetiva em 50% dos organismos testados. No caso dos 
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parasitos, um teste de toxicidade aguda in vitro para alguma droga pode ser considerada como 

uma determinação de resposta específica para aquela droga, sendo, portanto, uma CE50 (Fajer-

Ávilla et al., 2003). 

Por meio de estudos de toxicidade, já foi possível determinar a toxicidade da amônia em 

diferentes salinidades (Sampaio et al., 2002), o efeito agudo do nitrato (Poersch et al., 2007), e 

a toxicidade do formaldeído (Pahor-Filho et al., 2012) para M. liza. 

 

1.7.3. Índice terapêutico 

Geralmente a tolerância de organismos aquáticos às substâncias químicas não são iguais 

entre organismos de espécies diferentes, e entre organismos de mesma espécie em estágios de 

vida diferentes (Rice et al., 2012). Quando se compara a concentração necessária para uma 

droga produzir um efeito letal em um organismo (CL50), com a concentração da mesma droga 

para provocar uma resposta terapêutica desejada (CE50), se tem a segurança da droga, que é 

dada pelo índice terapêutico (Eaton e Gilbert, 2008). O índice terapêutico é dado pela razão 

entre CL50 e CE50 (Zhu et al. 2014). Dessa forma, quanto maior o índice terapêutico, maior a 

segurança para utilizar a droga.  

 

1.7.4. Eficácia da droga 

Quando estudos são realizados para determinação da eficácia de drogas antiparasitárias, 

é esperado que antes do período experimental os hospedeiros utilizados apresentem abundância 

de parasitos homogêneas entre os tratamentos. Porém, como as técnicas para quantificação de 

determinados parasitos só podem ser feitas após a eutanásia do hospedeiro, geralmente não é 

possível conhecer os valores de abundância parasitária antes do período experimental. Para isso, 

o valor da abundância média do grupo controle (sem utilização de drogas) é utilizado para 

comparação do efeito causado pelos tratamentos nos parasitos. Dessa forma, a eficácia de uma 

droga é caracterizada pela porcentagem de parasitos que foram teoricamente removidos dos 

hospedeiros devido a um determinado tratamento quando comparados com o grupo controle, e 

é dada pelo cálculo:EF% = (100 (NMPC-NMPT)) NMPC-1, onde NMPC é o número médio de 

parasitos do grupo controle e NMPT é o número médio de parasitos de um dado tratamento 

(Dotta et al., 2015). 

 

1.8. Histopatologia 
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Nos peixes, o fígado exerce funções vitais como secreção de bile, reserva de nutrientes 

e metabolismo de macronutrientes (Rodrigues e Fanta, 1998; Velkova-Jordanoska et al., 2012). 

Além disso, o fígado apresenta papel fundamental na absorção, biotransformação e 

detoxificação de substâncias (Cengiz e Unlu, 2006; Neelima et al., 2015), sendo um dos 

principais órgãos afetados por contaminantes presentes na água (Camargo e Martinez, 2007). 

O uso de químicos como drogas antiparasitárias podem provocar alterações 

degenerativas no fígado, com repostas defensivas inflamatórias (Velkova-Jordanoska et al., 

2012). As drogas ou seus metabólitos podem afetar funções críticas do fígado, o que 

sensibilizaria as células inflamatórias ou provoca uma resposta do sistema imune (Kaplowitz, 

2013). Além disso, alterações na morfologia do fígado podem causar efeitos secundários, como 

o comprometimento da capacidade metabólica (Camargo e Martinez, 2007), ou até mesmo levar 

à morte do organismo (Rodrigues e Fanta, 1998). 

Os infiltrados inflamatórios são decorrentes de alterações degenerativas (Hibiya, 1982) 

e são comumente relacionados a peixes de ambientes poluídos (Castro et al., 2014, Mohamed, 

2009) ou podem ser atribuídos ao efeito direto de substâncias tóxicas nos hepatócitos (Neelima 

et al., 2015). 

Velmurugan et al. (2009) determinaram os efeitos do antiparasitário diclorvos no fígado 

de Cirrhinus mrigala e observaram a ocorrência de necrose focal em ambas concentrações 

testadas. A ocorrência de necrose focal no fígado pode ser atribuída ao efeito direto do tóxico 

nos hepatócitos ou à excessiva atividade exercida pelo fígado para detoxificação (Neelima et 

al., 2015). A necrose das células hepáticas pode ser caracterizada como uma resposta não 

específica ao estresse (Belicheva e Sharova, 2011) e os danos causados por esse tipo de lesão 

no fígado podem ser irreversíveis (Camargo e Martinez, 2007).  

Nos peixes, as brânquias desempenham diversas funções, como trocas gasosas, 

regulação iônica e osmótica e está relacionada com o equilíbrio ácido-base e com a excreção 

de nitrogênio (Evans et al., 2005). As brânquias são o primeiro órgão a ser impactado por 

substâncias tóxicas na água devido sua ampla área superficial em contato direto com o meio 

(Evans et al., 1988; Bernet et al., 1999). 

A exposição de peixes às drogas antiparasitárias mais usuais pode gerar diversas 

respostas histopatológicas em brânquias. Peixes expostos à trichloron podem apresentar nas 

brânquias edema lamelar, fusão lamelar, hipertrofia e proliferação celular (Guimarães et al., 

2007). Quando expostos à diclorvos, as lesões observadas em brânquias de peixes são 

hiperplasia, fusão lamelar, necrose epitelial, desprendimento lamelar, colapso da lamela 
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secundária e dobramento da lamela secundária (Velmurugan et al., 2009). Hiperplasia, fusão 

lamelar, telangiectasia, ruptura das células pilares e metaplasia escamosa são relatadas em 

brânquias de peixes tratados com mebendazol (Führ et al. 2012). Por fim, o uso do formaldeído 

como antiparasitário pode levar às alterações branquiais de hiperplasia, desprendimento do 

epitélio lamelar e necrose (Pahor-Filho et al. 2012). 

Exposições subletais de peixes à ambientes ácidos também podem favorecer o 

surgimento de diversas histopatologias, como hiperplasia (Evans et al., 1988; Rodrigues et al., 

2013), desprendimento do epitélio lamelar (Daye e Garside, 1976; Freda et al., 1991) e 

telangiectasia (Rodrigues et al., 2013). 

De uma maneira geral, as alterações histológicas de hiperplasia, fusão lamelar e 

desprendimento do epitélio lamelar podem ser interpretadas como uma estratégia adaptativa de 

defesa não específica, uma vez que tanto a hiperplasia quanto a fusão lamelar diminuem a 

superfície de contato vulnerável ao poluente, enquanto que o desprendimento do epitélio 

lamelar aumenta a distância de difusão que o agente estressor precisará atravessar para chegar 

até a corrente sanguínea (Alazemi et al., 1996; Cengiz, 2006; Flores-Lopes e Thomaz, 2011; 

Mallat, 1985; Monteiro et al., 2008; Nascimento et al., 2012). No entanto, estas respostas 

branquiais afetam as trocas gasosas, podendo causar asfixia (Alazemi et al., 1996; Rodrigues et 

al., 2011).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar o potencial antiparasitário e as implicações patológicas do uso do ácido acético 

em juvenis da tainha Mugil liza. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Determinar a concentração letal mediana do ácido acético em juvenis de M. liza; 

• Determinar in vitro a concentração efetiva mediana do ácido acético para os parasitos 

mais abundantes de juvenis de M. liza capturados no litoral sul do Rio Grande do Sul; 

• Avaliar in vivo a eficácia do ácido acético contra metazoários ectoparasitos de juvenis 

de M. liza; 

• Avaliar in vivo a eficácia do ácido acético contra ciliados peritríquios associados à 

juvenis de M. liza; 

• Verificar as possíveis alterações histopatológicas em brânquias e fígado de juvenis de 

M. liza expostas à diferentes concentrações de ácido acético.  
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Abstract  

In this study, the anti-parasitic activity of acetic acid was evaluated in vivo and in vitro in 

juveniles of Mugil liza. The parasites studied were the copepods Ergasilus lizae and E. 

versicolor and the monogenoideans Solostamenides cf. platyorchis and Ligophorus spp. To 

determine concentrations for use in the in vivo evaluation, and to determine the therapeutic 

index, a toxicity test (LC50-1h) was carried out using juveniles of M. liza. The LC50-1h was 

estimated at 1402.62 mg L-1. Glacial acetic acid concentrations were determined for in vivo 

evaluation from the values of 0%, 25%, 50% and 75% of LC50-1h, which corresponded to 

concentrations of 0 mg L-1 (control), 350.65 mg L-1, 701.31 mg L-1  and 1051.96 mg L-1, 

respectively. Due to high mortality, fish exposed to 701.31 mg L-1 and 1051.96 mg L-1 

concentrations were not examined in the in vivo evaluation. The results of the in vivo evaluation 

were presented in parasitic indexes of prevalence (P%), mean infestation intensity (MII) and 

mean abundance (MA). The MA values were used to determine the efficacy of the 350.65 mg 

L-1 concentration for each parasite found, which was 100% for S. cf. platyorchis, 91.47% for 

Ligophorus spp. and 73.57% for E. lizae. No specimens of E. versicolor were found in the in 

vivo evaluation. The in vitro evaluation comprised toxicity tests (EC50-1h) for each parasite 

taxa. The EC50-1h values were 83.38 mg L-1 for E. lizae, 89.97 mg L-1 for E. versicolor, 144.79 

mg L-1 for S. cf. platyorchis and 289.58 mg L-1 for Ligophorus spp. With the values of LC50-1h 

of M. liza and EC50-1h values of each parasite taxa, the therapeutic indices were calculated, 

ranging from 16.82 for E. lizae, 15.59 for E. versicolor, 9.69 for S. cf. platyorchis and 5.53 for 

Ligophorus spp. It is possible that the presence of parasites affected the survival of the fish 

during in vivo evaluation. Although E. lizae presented the highest therapeutic index, it was the 

taxon that presented the lowest efficacy, probably due to the strong adhesion in the gills by its 
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modified antennas, even after the death of the parasite. It has been found that glacial acetic acid 

at a concentration of 350.65 mg L-1 is an effective drug against M. liza parasites. 

 

Keywords: Aquaculture; Fish; Drugs; Anti-parasitic; Mullet. 

 

1. Introduction 

The mugilids, known as mullets, are a group of great economic importance, both for 

fishing and aquaculture (Croseti, 2016). In 2014, the total production of mullets was 728,546 t, 

of which 140,187 t (19.24%) were produced by aquaculture (FAO, 2016). The lebranche mullet 

(Mugil liza Valenciennes, 1836) is widely distributed on the Atlantic coast of South America, 

occurring from Venezuela to Argentina (Menezes et al., 2010). Studies cultivating M. liza 

demonstrate that this is a promising species for aquaculture, as it is eurythermic (Okamoto et 

al., 2006), eurihaline (Lisboa et al., 2015a; Lisboa et al., 2015b), and reproduction is easy to 

manage (Godinho et al., 1993; Nomura, 1980).  

However, parasites associated with cultivated species are substantial obstacles in 

aquaculture. Shinn et al. (2015) estimated that losses caused by parasitism in aquaculture fish 

production are between $1.05 billion and $ 9.58 billion. Studies have shown that wild 

specimens of M. liza are parasitized by several species of metazoan ectoparasites, mainly 

Copepoda and Monogenoidea. (Abdallah et al., 2009; Alarcos and Etchegoin, 2010; Azevedo 

et al., 2010; Marchiori et al., 2015; Pahor-Filho et al., 2012; Ranzani-Paiva and Silva-Souza, 

2004; Siquier, 2012; Siquier and Núñez, 2009).  

Parasitic copepods have been responsible for outbreaks of diseases, becoming important 

in the production of farmed fish (Johnson et al., 2004). Large losses in the production of mullets 

cultivated in brackish water ponds are related to infestations of Ergasilus lizae (Paperna, 1975). 

Monogenoidea is an important group of parasites that mainly infest the gills and skin of 

fish (Whittington, 1998). Such parasites are often associated with histological lesions of fish 

gills and high mortalities in farmed fish (Paperna, 1975; Shinn et al., 2014). 

Pahor-Filho et al. (2012) have demonstrated the efficacy of formaldehyde for 

controlling the monogenoideans Ligophorus uruguayense, and Solostamenides cf. platyorchis 

in juveniles of M. liza. However, the use of new chemicals may be advantageous, as some 

parasites may be tolerant to frequently-used chemicals. In addition, the use of formaldehyde 

may result in relatively severe damage of the gills of juvenile mullets (Pahor-Filho et al. 2014; 

Ramos et al., 2014). 
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The United States Food and Drug Administration (FDA) (2011) recognizes the use of 

acetic acid as a parasiticide, but considers it a "low regulatory priority aquaculture drug". This 

means that its use is not prohibited as long as certain characteristics are fulfilled: its use respects 

the indications and defined levels; its use follows good management practices; it is appropriate 

for human consumption; and is environmental friendly. The use of acetic acid, according to the 

FDA is conditioned only as a fish parasiticide, at concentrations of 1,0002,000 mg L-1 in baths 

of 110 min. However, there is no explanation by the FDA (2011) of how the concentration 

interval and exposure time were determined. This is important because several studies on the 

use of chemotherapeutic agents, such as parasiticides, have shown that efficacy can be modified 

depending on water quality (Hirazawa et al., 2001), exposure time (Harms, 1996), and parasite 

species (Pahor-Filho et al., 2012). Snieszko (1978) lists the factors that should be considered 

when deciding the appropriate treatment for fish diseases, and includes acetic acid among the 

drugs that can be used. 

Barker and Cone (2000) found that eels in more acidic environments had lower parasitic 

indexes than in more neutral environments, and suggested the application of these findings in 

parasite control by pH management. Acetic acid is an organic product, which can be produced 

biologically (Djian et al., 1991) or synthetically, and is biodegradable, does not bioaccumulate 

and does not persist in the environment (HSDB, 2017). Djian et al. (1991) observed that 

nematotoxic activity of acetic acid from two fungus hyphomycete strains resulted in the death 

of parasitic nematodes of terrestrial plants. Currently, some parasiticidal drugs for fishes that 

are being developed use acetic acid as a component (Németh et al., 2013). 

Considering that acetic acid is a low-impact chemotherapeutic agent for the host and the 

environment, as determined by the FDA (2011), it is rarely used as a parasiticide. Current assay 

evaluates the parasiticidal capacity of glacial acetic acid against metazoan ectoparasites of 

juvenile mullets ensuring its most efficacious performance. 

 

2. Material and methods 

All experimental procedures that involved animals were approved by the Ethics 

Committee on Animal Use at the Federal University of Rio Grande (CEUA nº Pq029/2016). 

2.1. Fish collection and maintenance 

Fish from all experiments at the period of acclimatization, were fed twice daily (9:00 

AM and 5:00 PM) with commercial feed of 38% crude protein, and were fasted in the 24 h 

preceding the experiments. A 12L:12D photoperiod was established, and 50% of the water was 
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renewed daily. Oxygen and temperature parameters were evaluated using an oximeter (YSI 

Pro-20), pH was measured with a bench pH meter, and alkalinity was measured by titulometry. 

The pH for each acetic acid concentration used in the toxicity test and the in vivo and in vitro 

evaluations was measured a posteriori by simulating the experimental abiotic parameters.  

The parameters of water quality during the pre-experimental period of all experiments 

were maintained according to those described as acceptable for M. liza juveniles (Fonseca Neto 

and Spach, 1999; Lisboa et al., 2015a; Okamoto et al., 2006). 

Specimens of M. liza used in the toxicity test (LC50-1h) and in the in vitro and in vivo 

evaluations were collected by trawling (1.5m x 8.0m, 5mm mesh) and using a casting net (4 m 

in diameter, 0.8 mm mesh) at Cassino beach (32º 12' 16" S; 52º 9' 93' W, 32º 11' 55.58" S; 52º 

10' 13.90" W and 32º 10' 55.17" S; 52º 8' 49.49" W), Rio Grande, South Brazil, South America, 

Neotropical Region.  

For the toxicity test, fish were transferred to a recirculation system composed by three 

250 L tanks, with biofilter and mechanical filter, where they were kept for seven months. During 

the pre-experimental period, were submitted to water quality conditions as follows: salinity (11 

ppt), temperature (21.04 ± 0.71°C), dissolved O2 (11.07 ± 0.93 mg L-1), pH (7.69 ± 0.127), and 

alkalinity (120.71 ± 20.09 mg CaCO3 L
-1). 

Fish were acclimated for 10 days in recirculation system composed by one 500 L tank, 

with biofilter and mechanical filter. The water quality conditions of the host system during the 

pre-experimental period of the in vivo and in vitro evaluations were as follows: salinity (11 

ppt), temperature (20.9 ± 0.71°C), dissolved O2 (9.49 ± 0.91 mg L-1), pH (7.41 ± 0.14), and 

alkalinity (117.86 ± 23.78 mg CaCO3/L).  

 

2.2. Parasitological analysis 

The parasites were collected, fixed and conserved according to the protocol for each 

group (Eiras et al., 2006). The identifications were made using specific literature (Jianyin and 

Tingbao, 2001; Marchiori et al., 2015; Wilson, 1911). For each identified taxon, the 

parasitological indexes of prevalence (P%), average abundance (AM), and mean infestation 

intensity (IMI) were calculated according to Bush et al. (1997). 

 

2.3. Toxicity of acetic acid in Mugil liza  

For determining the LC50-1h, first, the "up-and-down" technique (Rispin et al., 2002) 

was adapted for the way of drug administration and exposure period and was used to determine 
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close values of this median lethal concentration, with the objective of decreasing the number of 

animals used. Then, the toxicity of acetic acid in juvenile mullets was evaluated within one 

hour. For this, 36 mullets, weighing 8.51 ± 1.05 g and with a standard length of 10.36 ± 1.29 

cm were used. 

The experiment was carried out using 36 beakers (1 L), with one fish per beaker. To 

each beaker, water from the maintenance tank, and with the exception of the control, the amount 

of glacial acetic acid (Synth®) required to reach the determined concentrations were added. In 

the 24 h before the experiment, the fish were fasted. A fish was randomly selected and placed 

in the beaker with the treatment, and the experiment begun when the fish into contact with the 

treatment water. 

Fish mortality was assessed after one hour of exposure to acetic acid. Those who did 

not exhibit any type of movement for 30 s after removal from acetic acid were considered dead. 

After the experimental period, the surviving fish were transferred to clean water, anesthetized 

with eugenol (150 mg L-1), and euthanized by medullar section, and then the biometry was 

performed. Calculation of LC50-1h was performed using Trimmed Spearman Karber Method 

software (Hamilton, 1977). 

 

2.4.  In vitro evaluation of acetic acid in metazoan ectoparasites from Mugil liza, EC50-1h 

and pH50-1h 

In this study, "in vitro evaluation" was considered the process in which the 

chemotherapeutic effect of acetic acid was tested directly on individual parasites in Petri dishes, 

without the presence of the host.  

In order to collect live parasites individually, the fish were randomly removed from the 

recirculation system, euthanized by medullary section, and the host biometry was obtained. 

These fish were examined for parasite presence, first in the integument and then in the gills. In 

this experiment, 25 mullets were used, with a weight of 18.82 g ± 12.08 and standard length of 

10.35 cm ± 2.58.  

In order to avoid over-manipulation, the parasites were kept attached to the gill arches, 

which were removed from the fish. The parasites found were submerged in water from the 

acclimation tank in Petri dishes. In this evaluation, only the most abundant parasites in the 

sampled fish were used. Of these parasites, only those specimens with appreciable motility were 

selected.  
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For each parasite taxon, treatments were established, which were defined adapting the 

way of drug administration and the period of exposure of the "up-and-down" technique (Rispin 

et al., 2002). The water used in the control and in the treatments was removed from the 

acclimation tank. The collected parasites were transferred to individual Petri dishes (60 x 15 

mm) with 10 mL of each treatment solution. Mortality was assessed after one hour of 

submersion in the treatment. The parasites that did not exhibit any type of movement for 30 s 

after the time of exposure to acetic acid ended were considered dead. 

Calculations of pH50-1h and EC50-1h were performed using the Trimmed Spearman 

Karber Method software (Hamilton, 1977). EC50 is the half maximal effective concentration for 

producing a given effect (Blumenthal and Garrison, 2011) and, in this study, the EC50-1h was 

considered as the effective concentration to eliminate 50% of the parasites studied. The pH 

related to 50% of mortality is referred as pH50 (Li et al., 2013), and pH50-1h was the acid pH 

value required to eliminate 50% of the studied parasites.  

The Pearson correlation coefficient (r) was used to calculate both the correlation 

between mortality with the acetic acid concentration and mortality with pH. Linear correlations 

of ± 0.1 were considered as weak, ± 0.3 as medium, and ± 0.5 to 1.0 as strong, according to 

Russo (2003). 

The EC50-1h and pH50-1h comparisons of the different parasite taxa analyzed were 

performed using the median and confidence interval data. Normality of the data was assessed 

by the Shapiro-Wilk W test and the homoscedasticity was given by Bartlett's test. If the data 

were normal and homoscedastic, a one-way ANOVA was performed, and in case of a 

significant difference, the Newman-Keuls post hoc test was used. If the data were not normal 

and/or homoscedastic, the Kruskal-Wallis test was performed and in case of a significant 

difference, Dunn’s post hoc test was used. 

 

2.5. In vivo evaluation of acetic acid in metazoan ectoparasites of Mugil liza 

In vivo evaluation was defined as the process in which the effect of the chemical on the 

parasite is tested, while is still infesting the host. For this test, were used 120 juveniles of M. 

liza (weight 13.04 ± 9.16 g and standard length 9.84 ± 2.43 cm) that were assumed to be 

parasitized by previously parasitological analysis . 

The concentrations used in the in vivo evaluation were 0% (control), 25%, 50% and 

75% of the LC50-1h value for M. liza, as was previously obtained. For this, twelve tanks were 

used in a static system (three replicates per treatment), with water volume of 45 L, where each 
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tank initially contained 10 fish. In all treatments, the fish were submitted to the therapeutic bath 

for 1 h. After this period, mullets were returned to the maintenance tanks. Five fish from each 

tank were removed after 24 h of recovery for the parasitological analysis and three fish were 

used for histopathological analysis (results not included in this study).  

For parasitological analysis, only surviving fish from the treatments with acetic acid 

exposure were used. 

 

2.6. Efficacy of acetic acid and therapeutic index 

With the results obtained from the in vivo evaluation of the parasiticidal activity of 

acetic acid in juveniles of M. liza, the efficacy of acetic acid was determined for each group of 

parasites analyzed. The efficacy index evaluates the percentage of parasites that were 

theoretically removed from hosts in each treatment when compared to the control group (Dotta 

et al., 2015). 

The therapeutic indexes of acetic acid concentrations were determined for the evaluated 

parasites using the results obtained from the in vitro evaluation and the toxicity test for M. liza. 

The therapeutic index was given by the ratio of the LC50 to EC50, according to Zhu et 

al. (2014). The efficacy of acetic acid for each parasite was obtained by the formula of Dotta et 

al. (2015): EF (%) = ((MNPC – MNPT) x 100)/MNPC, where: EF (%) = efficacy; MNPC = 

median number of parasites from fish control; MNPT = median number of parasites from fish 

for each treatment. 

 

3. Results 

3.1. Parasites identified 

In this study, several parasites were found: Solostamenides cf. platyorchis and 

Ligophorus spp. (Platyhelminthes, Monogenoidea), Ergasilus lizae and E. cf. versicolor 

(Copepoda, Ergasilidae), Argulidae (Branchiura), and unidentified Hirudinea. 

In the in vitro evaluation, only specimens with appreciable motility of S. cf. platyorchis, 

Ligophorus spp., E. lizae, and E. cf. versicolor were used, and these taxa were the most 

abundant. In the in vivo evaluation, all metazoan parasites found in the gills were considered; 

however, only E. lizae, S. cf. platyorchis and Ligophorus spp. were found.  

Due to the impossibility of identifying and differentiating specimens of Ligophorus spp. 

at the species level, these parasites was classified as belonging to the Ligophorus spp. complex, 
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which comprises L. uruguayense and L. saladensis. These species occur in M. liza on the coast 

of Rio Grande do Sul, according to Marchiori et al. (2015). 

 

3.2. Toxicity of acetic acid in Mugil liza 

With the use of the "up-and-down" method, several concentrations were determined: the 

upper concentration, in which all the tested mullet died, was 2000 mg L-1; the lowest 

concentration, where no mullet died, was 400 mg L-1; and at 1200, 1600 and 2000 mg L-1, at 

least one mullet died and at least one survived. The pH measurements for the toxicity test 

treatments were 7.79, 4.42, 3.80, 3.69 and 3.62 for the acetic acid concentrations of 0 (control), 

400, 1200, 1600 and 2000 mg L-1, respectively. There were strong correlations between 

mortality and acetic acid concentration (r = 0.92), and between mortality and pH (r = -0.60). 

During the one-hour toxicity test, all mullets survived at 0 (control) and 400 mg L-1. At 

concentrations of 1200, 1600 and 2000 mg L-1, mortality rates were 16.67%, 50% and 100%, 

respectively. 

The LC50-1h of acetic acid in juveniles of M. liza was 1402.62 mg L-1, with a confidence 

interval between 1108.56 and 1774.70 mg L-1. The pH50-1h value was 3.77, with a confidence 

interval between 3.64 and 3.89. 

 

3.3. In vitro evaluation of acetic acid in metazoan ectoparasites from Mugil liza, EC50-1h 

Ergasilus lizae, E. cf. versicolor, S. cf. platyorchis, and Ligophorus spp. presented 

greater abundance and were used for the in vitro toxicity test (EC50-1h). The EC50-1h of 

Argulidae and Hirudinea could not be performed due to the low number of specimens found. 

The concentrations used were: 50, 100, 150 and 200 mg L-1 for E. lizae, E. cf. versicolor 

and S. cf. platyorchis, and 100, 200, 300 and 400 mg L-1 for Ligophorus spp. The pH values 

obtained a posteriori were 7.41, 6.37, 5.58, 5.05, 4.71, 4.47 and 4.27, at the concentrations of 

0, (control), 50, 100, 150, 200, 300 and 400, respectively. 

Data for the EC50-1h of acetic acid concentration were normal (p = 0.10), and the 

variances were homoscedastic (p = 0.41). Thus, the ANOVA analysis showed a significant 

difference among the treatments (p = 0.00). The subsequent Newman-Keuls post hoc test 

showed that the acetic acid concentrations needed to eliminate 50% of the specimens of E. lizae, 

E. cf. versicolor and S. cf. platyorchis were the same, whereas for Ligophorus spp., the required 

concentration was higher. The pH values were also normal (p = 0.86) and the variances were 

homoscedastic (p = 0.26). The ANOVA test for these values showed a significant difference (p 
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= 0.01). The post hoc test Newman-Keuls test demonstrated that pH values to eliminate 50% 

of E. lizae, E. cf. versicolor and S. cf. platyorchis showed no significant differences among 

them. However, unlike the evaluation that compared EC50-1h using acetic acid concentration 

data for the monogenoideans species, there was no difference between the pH values to 

eliminate 50% of the Ligophorus spp. and S. cf. platyorchis (Table 1). 

 

Table 1. Values of EC50-1h and pH50-1h for metazoan ectoparasites of Mugil liza juvenile mullets exposed to acetic 

acid in the in vitro evaluation. EC50-1h = effective median concentration (mg L-1); pH50-1h = median lethal pH; 

and CI = confidence interval (mg L-1). 

Parasite taxa Acetic acid 

EC50-1h (CI) 

pH 

pH50-1h (CI) 

Ergasilus lizae 83.38 (71.11–97.77)a 5.85 (5.656.02)a 

Ergasilus cf. versicolor 89.97 (55.14–146.79)a 5.75 (5.0–6.27)a 

Solostamenides cf. platyorchis 144.79 (122.85–170.65)a 5.17 (4.9–5.42)ab 

Ligophorus spp. 289.58 (245.71–341.30)b 4.56 (4.37 – 4.73)b 

The same letters in the same column indicate no significant difference in means. 

There was a strong positive correlation between parasite mortality and acetic acid 

concentrations, and a strong negative correlation between parasite mortality and pH (Table 2).  
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Table 2. Pearson's linear correlation coefficient (r) of the mortality of each parasite taxon by the concentration of 

acetic acid and by the acid pH. 

Parasite taxa Acetic acid pH 

Ergasilus lizae 0.93 -0.93 

Ergasilus cf. versicolor 1.00 -0.98 

Solostamenides cf. platyorchis 0.84 -0.73 

Ligophorus spp. 0.84 -0.61 

 

3.4. In vivo evaluation of acetic acid in metazoan ectoparasites of Mugil liza. 

The treatments for the concentrations of acetic acid used were 0 mg L-1 for the control, 

350.65 mg L-1, 701.31 mg L-1 and 1051.96 mg L-1, pH values were estimated at 7.41, 4.42, 4.02 

and 3.81, respectively. 

No fish deaths were observed in the treatments with 0 and 350.65 mg L-1  during the 

bath with acetic acid, while fish exposed to 701,31 mg L-1 and 1051,96 mg L-1had 15 (50.00%) 

and 23 (76.67%) deaths, respectively. 

The mortality reported during the recovery period (24 h after bathing) for all the 

concentrations of acetic acid were: five for the 350,65 mg L-1, nine for 701,31 mg L-1 and two 

for 1051,96 mg L-1. Thus, total mortality after both, exposure period and 24 h recovery for all 

the treatments were 0% (Control), 16.67% (350,65 mg L-1), 80% (701,31 mg L-1) and 83.33% 

(1051,96 mg L-1). For the parasitological analysis, only the control and the 350,65 mg L-1 

concentration were used. The parasitological index obtained with these data is shown in Table 

3.  
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Table 3. Prevalence [P%], mean infestation intensity (MII) and mean abundance (MA) of the 

metazoan ectoparasites of Mugil liza gills treated with 0 mg L-1 (Control) and 350.65 mg L-1. Ni = 

number of parasitized hosts, N = number of hosts analyzed, sd = standard deviation.  

Taxon Treatment P% 

(ni/N) 

MII ± sd 

(min–max) 

MA ± sd 

(min–max) 

Ligophorus spp. Control 93.3 

(14/15) 

54.4 ± 82.0 

(3–293) 

50.8 ± 80.3 

(0293) 

350.65 mg L-1 66.7 

(10/15) 

6.5 ± 7.4 

(126) 

4.3 ± 6.7 

(026) 

Solostamenides 

cf. platyorchis 

Control 20.0 

(3/15) 

3.7 ± 3.8 

(18) 

0.7 ± 2.1 

(0–8) 

350.65 mg L-1 0.0 

(0/15) 

- - 

Ergasilus lizae Control 46.7 

(7/15) 

4.9 ± 5.8 

(1–17) 

2.3 ± 4.5 

(0–17) 

350.65 mg L-1 13.3 

(2/15) 

4.5 ± 4.9 

(18) 

0.6 ± 2.1 

(0–8) 

 

The monogenoideans, which comprise the complex Ligophorus spp., occurred in 93.3% 

of the fish sampled for the control, and in 66.7% for the 350.65 mg L-1 treatment. In both 

treatments, it was the taxon with the highest P%, MII and MA. 

The other species of Monogenoidea, S. cf. platyorchis, showed the lowest P%, MII and 

MA indexes in the control. No specimens were found in fish after 24 h of recovery at one hour 

exposure to acetic acid at 350.65 mg L-1. 

Ergasilus lizae occurred in the control and in the 350.65 mg L-1 treatment, whereas E. 

cf. versicolor was not found in the in vivo evaluation in either treatment.  
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3.5. Efficacy of acetic acid and therapeutic index. 

The highest values of acetic acid efficacy were observed for S. cf. platyorchis (100%) 

and Ligophorus spp. (91.47%). As for copepods, the efficacy was 73.57% for E. lizae; however, 

no specimens of E. cf. versicolor were found in the in vivo evaluation, so it was not possible to 

calculate the efficacy of acetic acid for this taxon. 

The highest values of therapeutic indices were obtained for the copepods E. lizae and E. 

cf. versicolor, followed by the monogenoideans S. cf. platyorchis and Ligophorus spp. (Table 

4). 

 

Table 4. Therapeutic index (LC50-1h/EC50-1h) and efficacy (EF (%)) of acetic acid per metazoan ectoparasite 

taxa of juveniles of Mugil liza. 

Parasite taxa Therapeutic index Efficacy (%) 

Ergasilus lizae 16.82 73.57 

Ergasilus cf. versicolor 15.59 - * 

Solostamenides cf. platyorchis 9.69 100.00 

Ligophorus spp. 5.53 91.47 

* Parasitic taxa not found in the control, nor in 350.65 mg L-1 treatment  of the in vivo evaluation. 

 

4. Discussion 

Although acetic acid is considered primarily as a chemotherapeutic rather than a pH 

reducer in this study, the toxicity outcome for the pH data also generates relevant information 

on the tolerance of M. liza to acidic conditions. This is the first study of LC50-1h for acetic acid 

and the first on pH50-1h in M. liza. However, it is likely that the values reported in this study 

would be different for different sizes and/or species of fish, as suggested by Servizi and Martens 

(1991) and Sprague (1970). 

The low survival observed in the in vivo evaluation regarding to that expected by the 

toxicity test, can be explained by the origin and time that the fish were kept in captivity before 

the experiments and the high concentration used. For the toxicity test, the fish were collected 

as fingerlings and kept in the recirculation system for about seven months, and were completely 

free of metazoan ectoparasites. The fish used for the in vivo evaluation were collected a few 

weeks before the experiment and were generally parasitized. There are few studies that relate 

the health condition (condition factor) with the presence of parasites in fish (Bayoumy et al., 
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2012; Velloso and Pereira Jr. 2010). However, much evidence shows that different types of 

stressors can affect fish survival and performance (Wendelaar Bonga, 1997). Thus, considering 

parasite infestation as a stressor agent, it is possible that the presence of these organisms could 

be affected the survival during drug exposure, since, tests are generally performed on healthy 

organisms, thus overestimating the resistance of parasitized fish. Furthermore, all 

concentrations used in the in vivo study were higher than considered safety by Sprague (1971), 

who uses the LC50 value multiplied by the “application factor” 0.1 (10%). 

The monogenoideans found in the present study were similar to those reported by Pahor-

Filho et al. (2012), who evaluated the effect of formaldehyde as an anti-parasitic in L. 

uruguayense and S. cf. platyorchis, and found that this to be effective against these parasites. 

However, the crustacean species evaluated in this study were E. lizae and E. cf. versicolor, 

which were not reported by Pahor-Filho et al. (2012). This probably occurred because fish used 

in the present study were much larger than those used by Pahor-Filho et al. (2012), and both 

size and age are, generally, related to the occurrence and number of parasitic copepods (Johnson 

et al., 2004). For those copepods found in present study no anti-parasitic drugs have been 

previously tested. 

Barker and Cone (2000) studied the average abundance and prevalence of Ergasilus 

celestes (Copepoda) and Pseudodactylogyrus anguillae (Monogenoidea), parasites of the eel 

Anguilla rostrata, in different natural environments and found that the values of these indices 

correlated with the pH of where the eels were captured. The authors observed that where the 

pH was lower (more acidic), the parasitological indexes had the lowest values. In this study, 

parasite mortality was also strongly correlated both positively with acetic acid concentration 

and negatively with pH value. The lowest pH value found by Barker and Cone (2000) was 4.75, 

where the fish were free of the studied parasites. The pH value reported by Barker and Cone 

(2000) is different from the pH50-1h for the E. cf. lizae, E. cf. versicolor and S. cf. platyorchis 

specimens in this study (5.85, 5.75 and 5.17 respectively). On the other hand, the value needed 

to kill 50% of Ligophorus spp. was 4.56. However, it is worth noting that the values of the 

present study represent acute exposure of one hour, while Barker and Cone (2000) evaluated 

fish from the environment, and were therefore subject to a longer exposure. 

Singhal et al. (1986) reported glacial acetic acid as a chemical with therapeutic potential 

against fish ectoparasites. They developed treatment protocols using various chemicals, 

including acetic acid, which, according to the authors, is effective against Trichodina indica 

(Protozoa) at a concentration of 0.001 mg L-1 for 10 min, against Argulus indicus (Crustacea) 
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at a concentration of 0.01 mg L-1 for 5 min, and against Hemiclepsis marginata (Hirudinoidea) 

in a solution of 0.001 mg L-1 added to 10 mg L-1 of potassium permanganate for 5 min. Although 

the authors studied different species, the concentrations and times used in anti-parasitic 

treatments are much lower than those found in this study. It is likely that there were differences 

in the methodological procedure or in the evaluation criteria in the work by Singhal et al. (1986), 

where other factors may have been responsible for the high parasiticidal effect observed by 

them. 

Harms (1996) established protocols for treatment of fish using acetic acid parasiticides, 

where a bath with 500 mg L-1 for 30 s is recommended for the elimination of protozoa and 

crustaceans, and with 2000 mg L-1 is recommended for trematode removal. In addition, the 

author recommended baths with 1000 to 2000 mg L-1 for 1 to 10 min without informing to 

which parasite group this applies. The author also considers the use of acetic acid to remove 

hirudineans, but does not inform of the concentration or the time of exposure. On the other 

hand, Stoskopf (1988) cites acetic acid as effective against protozoa, hirudineans, external 

nematodes and crustaceans in baths with 500 mg L-1 for 30 s and against Trematoda 

ectoparasites (=Monogenoidea) at a concentration of 2000 mg L-1 for 30 s. Finally, Snieszko 

(1978) refers to acetic acid as one of the most frequently used chemicals for controlling 

infectious fish diseases, recommending 2000 mg L-1 baths for 30 to 60 s, and 500 mg L-1 baths 

for 30 min. However, as in most studies, this author does not inform which parasite was treated. 

Acetic acid use in parasite control by previously reported studies generally do not 

consider the species of parasites or hosts, or any biological differences of the groups involved.  

In some studies, it is not detailed for which group (even at a higher taxonomic level) the use of 

acetic acid is recommended. This is problematic for practical applications, as was demonstrated 

in the present study, where, for example, the monogenoidean S. cf. playorchis presented a 

different value for LC50-1h compared to the monogenoidean Ligophorus spp., but was not 

different when compared to the copepods E. lizae and E. cf. versicolor. 

As for the treatment of any disease, treatment for parasites cannot be indiscriminate in 

culture systems. It is necessary to know details about the parasite, such as the species level  

when possible  the host, and the water quality, so that the best elimination method may be 

determined for any parasite in the system. 

Comparing the use of several drugs in relation to the same parasites and hosts allows 

the choice of the safest possible chemical for the elimination of a specific parasite. Therapeutic 

indexes are decisive for the choice of drug to be used, since it determines the safety level of the 
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drug in relation to the desired result, where the higher the index, the more safe the drug will be 

when compared to a lower index (Akhila et al., 2007; Muller and Milton, 2012). This was 

illustrated in the study by Fajer-Ávila et al. (2003), which evaluated the anti-parasitic activity 

of formalin and determined the therapeutic index for Heterobothrium equadori 

(Monogenoidea) to be 11 in relation to its host Sphoeroides annulatus. 

In the present study, the therapeutic index for E. lizae and E. cf. versicolor were 16.82 

and 15.59, respectively, while those of the monogenoideans S. cf. platyorchis and Ligophorus 

spp. were 9.69 and 5.53, respectively. However, to date, no studies have evaluated the 

therapeutic indexes of other drugs for the M. liza parasites studied here. Therefore, considering 

that the higher the therapeutic index, the greater the safety in the use of the drug, studies with 

other drugs should be performed to find or confirm effective data for this fish and these 

parasites.  

In the present study, the efficacy of acetic acid at 350.65 mg L-1 in monogenoideans was 

determined to be 100% for S. cf. platyorchis, and 91.47% for Ligophorus spp. These values are 

relatively high when compared to most studies evaluating several anti-parasitic drugs for 

monogenoideans, which show a variety of different efficacy values, such as Albendazole 

(68.3% at 500 mg L-1), Praziquantel (56.9% at 50 and 500 mg L-1) (Onaka et al., 2003), Lippia 

sidoides (1.96% at 20 mg L-1), Mentha piperita (33.3% at 40 mg L-1) (Hashimoto et al., 2016), 

and Bixa orellana (100% at 125 and 250 mg L-1) (Andrade et al., 2016). Thus, acetic acid may 

become an option as a parasiticide for Monogenoidea. 

The efficacy of 1 h acetic acid bath at 350.65 mg L-1 for E. lizae was 73.57%. Some 

studies have evaluated the efficacy of other drugs for parasite copepods (Bravo et al., 2010; 

Treasurer and Grant, 1997), but no studies have evaluated the efficacy of drugs for Ergasilidae. 

Wijeyaratne and Gunawardene (1988) are among the few studies that report the use of drugs 

for Ergasilidae, such as formalin, gammexane (10% 1-6-hexachlorocyclohexane), potassium 

permanganate, 3,4 DPA (35% 3,4 Dichloropropyoanil) and Fenitrothione [0,0-dimethyl-3-

methyl-4-nitrophenyl thiophosphate], where only potassium permanganate and 3,4 DPA 

showed success as an Ergasilidae parasiticide. However, further studies are needed to evaluate 

the efficacy of novel Ergasilidae drugs. 

In the present study, E. lizae was the species most sensitive to acetic acid in the in vitro 

evaluation (EC50-1h = 83.38 mg L-1); thus, this was the species in which acetic acid showed the 

least efficacy in the in vivo evaluation. This contradiction may have happened due to 

insufficient time for total detachment of all dead parasites from the host. Moreover, in the in 
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vivo evaluation, fish gills were examined only after they had been fixed, which made it 

impossible to determine whether the parasites found were alive or dead but still adhered to fish 

gills. For future studies, longer recovery time for hosts is recommended. 

In the present study, the application of acetic acid was performed in a static system, with 

100% water renewal after drug exposure. New studies are needed to verify the applicability of 

the acetic acid and the better management to farming systems. Considering that acetic acid does 

not bioaccumulate and also does not persist in the environment, this drug can be an ecological 

alternative, since the effluent of this drug supposedly causes low environmental impact (HSDB, 

2017). 

 

5. Conclusions 

Glacial acetic acid, at a concentration of 350.65 mg L-1, was shown to be an effective 

drug against M. liza ectoparasites. However, further studies are needed to determine whether 

the anti-parasitic effect is due to the acid itself, or to a decrease in pH. Although it is an effective 

drug against the studied parasites, further studies are needed to assess safety at other stages of 

development of M. liza and other hosts. 
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Abstract 

This study evaluated whether glacial acetic acid can control ciliate infestation of Trichodina sp. 

and Apiosoma sp. on juveniles of Mugil liza. A total of 84 juvenile mullets (11.52 ± 1.23 g, 

8.72 ± 0.94 cm) kept in twelve 80 L tanks (useful volume of 45 L each) were used. The acetic 

acid concentrations tested were 0 (T0), 238 (T1), 476 (T2), and 715 (T3) mg L-1, with three 

replicates of seven fish each. The experimental procedure consisted of 1 h of parasiticidal bath, 

followed by 2 h of recovery. Following the recovery period, the fish were individually 

euthanized, and the left and right sides of the body were scraped in the anteroposterior direction. 

Biometry followed the scraping of the first branchial arch (both left and right sides). The scrapes 

were set on slides and either stained with silver nitrate or fixed with methanol and stained with 

Giemsa. Trichodina sp. and Apiosoma sp. were found infesting 100% of the gills and 

integument of the T0 fish. The efficacy of acetic acid to control Trichodina sp. was high in all 

treatments (in gills, 71.43% [T1], 95.51% [T2], and 99.20% [T3]; for integument, 64.39% [T1], 

99.75% [T2], and 99.97% [T3]). The efficacy of acetic acid to control Apiosoma sp. was also 

high (in gills, 99.43% [T1], 98.04% [T2], and 99.52% [T3]; for integument, 95.83% [T1], 

98.9% [T2], and 99.12% [T3]). Based on our findings, glacial acetic acid concentration of 238 

mg L-1 is effective against Apiosoma sp. and concentration of 476 mg L-1 is effective against 

Trichodina sp. 

 

Keywords: Aquaculture; anti-parasitic; ciliophora; ethanoic acid; fish; mullet. 



 

48 
 

1. Introduction 

Worldwide fish production has grown to 167.2 million tons in 2014, of which 44.14% 

was produced by aquaculture (FAO, 2016). The growth of aquaculture has been accompanied 

by its intensification; increasing production without increasing the area used (Naylor et al., 

2000). In intensive fish farming, the animals are stocked at high densities, increasing the chance 

of dissemination of infectious diseases (Abd El-Galil and Aboelhadid, 2012, Leung and Bates, 

2013, Menerrat et al., 2010, Naylor et al., 2000), especially when it involves pathogens with 

monoxene life cycles with horizontal transmissions, such as Trichodina spp. (Martins et al., 

2015). 

Ciliophora are protozoans of interest to aquaculture since they are responsible for large 

economic losses in commercial farms (Martins et al., 2015; Shinn et al., 2014). Trichodinidae 

is an important globally distributed group of Ciliophora, of which Trichodina spp. is most 

commonly found. Trichodina spp. is associated with the integument and gills of fish (Xu et al., 

2015), being considered as facultative ectoparasites (Yokoyama et al., 2015). Fish intensely 

infested by Trichodina spp. might present damage on the epithelial or epidermal cells 

(Ovcharenko, 2015), desquamation of the cellular epithelium, vacuolar degeneration, 

hypertrophy (Abdel-Baki et al., 2011), hyperplasia of the gill filaments with subepithelial 

oedema of secondary lamellae (Valladão et al., 2014) and growth decrease (Barker et al., 2002; 

Yokoyama et al., 2015), and can even die (Abd El-Galil and Aboelhadid, 2012; Khan, 2004; 

Valladão et al., 2014; Xu et al., 2015). 

Another Ciliophora group of importance to aquaculture is the Apiosoma spp., which is 

characterized as ectocomensals of gills and integument of aquatic organisms, mainly fishes (Li 

et al., 2008). Apiosoma spp. do not cause direct lesions in the host, but at high intensities can 

reduce the respiratory surface of the host’s gill epithelium (Martins et al., 2015), affecting gas 

exchange (Abowei et al., 2011, Reda, 2011). However, Moyses et al. (2015) consider Apiosoma 

spp. as an obligatory parasite and relate the infestation by this group to the massive destruction 

of fishes gill epithelium and integument. Due to these host-damaging aspects, here we focus on 

Trichodina sp. and Apiosoma sp., which we consider parasites. 

Although many studies have already been carried out on the removal of Trichodina spp. 

and Apiosoma spp. in fish (Abd El-Galil and Aboelhadid, 2012; Chitmanat et al., 2005; Ikefuti 

et al., 2015; Noga, 2010; Valladão et al., 2016; Yao et al., 2011), it remains important to expand 

drug options for these parasites. Although glacial acetic acid (GAA) use is considered effective 

(Davis, 1946; Harms, 1996; Singhal et al., 1986; Sniezko, 1978; Stoskopf, 1988), it is not 
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frequently used as a parasiticide. This lack of uptake of GAA as a treatment might be due to the 

nature of the studies describing its effectiveness (e.g., relatively old, with controversial results, 

and little information regarding its application) (Davis, 1946; Singhal et al., 1986; Sniezko, 

1978; Stoskopf, 1988). 

The mugilids are an important fishing resource, and some species have been farmed in 

aquaculture systems (Crosetti, 2016). Among these species, Mugil liza Valenciennes, 1836 has 

been highlighted as a promising species for aquaculture, as it is eurythermic (Okamoto et al., 

2006), euryhaline (Lisboa et al., 2015a; Lisboa et al., 2015b; Sampaio et al., 2002), and its 

reproduction is easily managed (Godinho et al., 1993; Nomura et al., 1980). Despite the 

potential for aquaculture, in natural environments, M. liza can be parasitized by protozoa, 

mainly by species of Trichodina (Carnevia and Speranza, 2003; Marcotegui and Martorelli, 

2009; Ranzani-Paiva et al., 1997; Ranzani-Paiva and Silva-Souza, 2004), which may represent 

a threat to their farming. 

Meira-Filho et al. (2017) demonstrate that GAA is effective in the control of metazoan 

ectoparasites of M. liza (Ergasilus lizae, Solostamenides cf. platyorchis and Ligophorus spp.). 

However, studies have not yet been performed to remove ciliates associated with this host 

species. Thus, here we test the efficacy of GAA in the removal of parasitic peritrichids ciliates 

from reared juvenile mullets. 

 

2. Material and methods 

2.1. Fish collection and maintenance 

The specimens of M. liza used in the present study were collected in streams of the 

Cassino beach (32º 11' 55.58" S; 52º 10' 13.90" W and 32º 10' 55.17" S; 52º 8' 49.49" W), using 

a casting net (4 m in diameter, 0.8 mm mesh). Following collection, the fish were transported 

to the Marine Aquaculture Station of the Federal University of Rio Grande, where they were 

acclimated and maintained for 18 days in a recirculation system composed of one 500 L tank 

with a biofilter and mechanical filter. 

During the acclimation period, fish were fed twice daily (9:00 AM and 5:00 PM) with 

commercial feed Guabi® (38% crude protein) and were fasted in the 24 h preceding the 

experiment. A 12 h light-dark cycle and an 11 ppt of water salinity were used. Dissolved oxygen 

and temperature parameters were evaluated daily using an oximeter (YSI Pro-20). The pH was 

measured using a bench-top pH meter, and alkalinity was measured by titulometry. 
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The water quality parameters were maintained as follows: temperature (24.77 ± 0.86ºC), 

dissolved oxygen (5.52 ± 0.60 mg L-1), pH (7.29 ± 0.06), alkalinity (111.67 ± 13.21 mg CaCO3 

L-1). These parameters are considered acceptable for juveniles of M. liza (Fonseca Neto and 

Spach, 1999, Lisboa et al., 2015a, Okamoto et al., 2006). 

 

2.2. Experimental design 

In this study, 84 juveniles of M. liza with a mean length of 8.72 ± 0.94 cm and weight 

of 11.52 ± 1.23 g were used. The fish were divided into twelve tanks of 80 L with 45 L of useful 

volume, with filtered water and constant aeration in a static system. Each treatment was 

composed of three tanks (replicas), with seven fish each. 

The synthetic glacial acetic acid (Synth®) concentrations used were 0 (T0), 238 (T1), 

476 (T2), and 715 mg L-1 (T3), corresponding to 0, 33.3, 66.6 and 100% of the lethal 

concentration to eliminate 1% of M. liza individuals tested at 1 h of exposure (CL01-1h) (Meira-

Filho et al., 2017). 

After the 1 h GAA bath, fish from each replica of all treatments were transferred to tanks 

of the same volume, with clean water, for 2 h recovery and the detachment of the killed ciliates. 

After this period, the fish were euthanized by medullary section, and then scrapes from the left 

and right sides of fish integument were performed by microscope slides in the anteroposterior 

direction. Next, biometry was performed, and the opercula were removed for scraping the first 

branchial arch, also on both the left and right sides of the fish. 

 

2.3. Water quality 

The water quality parameters (temperature, pH, alkalinity and total ammonia) were 

evaluated in the period immediately before the bath (BB) and after the bath (AB) of GAA, and 

before recovery (BR) and after recovery (AR). To avoid exposing the oximeter sensor to acid 

conditions, the dissolved oxygen parameter was evaluated only in the BR and AR periods. The 

water quality data of the BR tanks were grouped since these tanks shared the same reservoir 

and are treated here as W0. 

 

2.4. Parasitological analysis 

The scrapes of the gills and integument of each of the hosts, of all replicates, were set 

on slides. After scraping and prior to staining, the slides were dried in the laboratory at room 

temperature. After drying, the slides were impregnated with silver nitrate and were dried in the 
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sunlight (Klein, 1958) or were fixed with methanol and stained with Giemsa (Bittencourt et al., 

2014). 

Ciliates were counted by a complete analysis of the slides under an optical microscope. 

The parasitological indexes proposed by Bush et al. (1997) were used, including prevalence 

(P%), mean abundance (MA), and mean intensity of infestation (MII) for each condition at each 

infestation site. The sum of the number of ciliates of the integument and gills in the host 

specimens was used to calculate the P% of each parasite taxon per treatment. MA values were 

used to calculate the efficacy of each treatment in the gills and integument. In this study, 

efficacy is defined as the percentage of parasites that were theoretically removed from hosts in 

each treatment when compared to the control group (Dotta et al., 2015). 

 

2.5. Data analysis 

With the exception of the P% data, all comparative analyses in this study were made 

using Past software 3.14 (Hammer et al., 2001). Prior to all comparisons, the assumptions for 

parametric tests, Shapiro-Wilk normality, and Levene homoscedasticity were verified. 

Comparisons between two treatments were performed using the Tukey test (parametric) or the 

non-parametric Dunn test. For comparisons between three or more treatments, when the data 

were homoscedastic and had a normal distribution, a one-way analysis of variance (ANOVA) 

was performed, and in the case of significant difference, the Tukey post hoc test was used. If 

the data were not normal and/or homoscedastic, the Kruskal-Wallis test was performed, and in 

the case of significant difference, Dunn’s post hoc test was used (p <0.05). 

The effect of treatments on water quality in the BB, AB, and AR periods was evaluated. 

The effect of fish on water quality was also evaluated by comparing the water quality data 

before and after the presence of fish in both bath (BB and AB) and recovery (BR and RA). 

The comparison of the parasitic indexes of MA and MII of the infestation sites (gills 

and integument) was performed between treatments. The data of P% in gills, integument, and 

total were compared between treatments by Fisher’s exact test, using the Quantitative 

Parasitology 3.0 software (Rózsa et al., 2000). 

MA values were used to determine the efficacy of the different treatments using the 

formula: EF% = 100 (MNPT0 - MNPT) MNPT0-1, where EF% is efficacy, MNPT0 is the mean 

number of parasites of T0 and MNPT is the mean number of parasites in the treatment (Dotta 

et al., 2015). 

3. Results 
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During the acetic acid exposure period, there was no mortality of the hosts. However, 

during the recovery period, one T2 and two T3 specimens died (Table 1). 

 

Table 1. Survival of Mugil liza juveniles during a 1 h glacial acetic acid bath at 0 (T0), 238 (T1), 476 (T2), and 

715 mg L-1 (T3), and during the 2 h recovery period. 

Treatment Survival (%) 

 Bath period Recovery period 

C 100.00 100.00 

T1 100.00 100.00 

T2 100.00 95.24 

T3 100.00 90.48 

 

During the experimental period, there was no difference in temperature between the BB 

and AB periods (Table 2). However, there was a gradual decrease of pH and alkalinity as the 

concentration of GAA in the treatments was increased (Table 2). Ammonia levels were not 

different when compared between treatments, both in the BB and AB periods, but there was a 

significant increase in total ammonia in all treatments in the AB periods compared to their 

respective BB periods (Table 2).  
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Table 2. Water quality parameters for the glacial acetic acid bath. T = treatments, EP = experimental period, Temp 

= temperature (ºC), Alk = Alkalinity (mg CaCO3 L-1), TAN = total ammonia (N-NH4
+ + NH3) (mg L-1), BB = 

before bath with acetic acid, AB = after bath with acetic acid. 

T EP Temp pH Alk TAN 

T0 BB 22.33 ± 0.58a 7.67 ± 0.10a 86.67 ± 2.89a 0.00 ± 0.00a 

 AB 22.00 ± 1.00a 7.73 ± 0.02a 88.33 ± 2.89a 0.37 ± 0.02a* 

T1 BB 22.00 ± 0.00a 5.14 ± 0.61ab 65.00 ± 18.03a 0.00 ± 0.00a 

 AB 21.67 ± 0.58a 4.74 ± 0.04b 61.67 ± 2.89ab 0.37 ± 0.03a* 

T2 BB 22.00 ± 0.00a 4.97 ± 0.81ab 30.00 ± 0.00ab 0.00 ± 0.00a 

 AB 22.33 ± 0.58a 4.37 ± 0.02b 33.30 ± 2.89b 0.34 ± 0.02a* 

T3 BB 22.00 ± 0.00a 4.20 ± 0.10b 0.00 ± 0.00b 0.00 ± 0.00a 

 AB 22.00 ± 0.00a 4.17 ± 0.00b 0.00 ± 0.00b 0.24 ± 0.01a* 

Superscripted and distinct lower letters mean significant differences in water quality parameters between 

treatments in the same period (p <0.05). * = Significant difference in the quality parameter between the BB and 

AB periods in the same treatment (p <0.05). 

There was no significant difference in water quality parameters between treatments after 

the fish recovery period (Table 3). However, there was a significant increase in total ammonia 

and a significant decrease in pH in all studied treatments when compared to W0.  
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Table 3. Water quality parameters for the glacial acetic acid bath recovery. T = treatments, EP = experimental 

period, Temp = temperature (ºC), DO = dissolved oxygen (mg L-1), Alk = Alkalinity (mg CaCO3 L-1) TAN = total 

ammonia (N-NH4
+ + NH3) (mg L-1), W0 = mean water quality parameters of recovery tanks before the presence 

of fish. BR = before bath with acetic acid recovery, AR = after bath with acetic acid recovery. 

T EP Temp DO pH Alk TAN 

W0 BR 22.08 ± 0.29 7.82 ± 0.27 7.87 ± 0.03 81.25 ± 2.50 0.00 ± 0.00 

C AR 22.67 ± 0.58ª 7.10 ± 0.05ª 7.71 ± 0.02ª 86.67 ± 2.89ª 0.16 ± 0.02ª* 

T1 AR 22.67 ± 0.58ª 6.94 ± 0.12ª 7.62 ± 0.01ª 86.67 ± 2.89ª 0.15 ± 0.02ª* 

T2 AR 22.33 ± 0.58ª 7.12 ± 0.14ª 7.64 ± 0.02ª 83.33 ± 2.89ª 0.12 ± 0.05ª* 

T3 AR 22.33 ± 0.58ª 7.14 ± 0.15ª 7.69 ± 0.11ª 86.67 ± 2.89ª 0.10 ± 0.02ª* 

Superscripted and distinct lower letters mean significant differences in water quality parameters between 

treatments in the AR period (p <0.05). * = Significant difference in the quality parameter between the BR and AR 

periods in the same treatment (p <0.05). 

All T0 fish were infested by Trichodina sp. (Table 4) and Apiosoma sp. (Table 5), both 

in the gills and in the integument. 

The prevalence of Trichodina sp. in the gills of T2 and T3 fish was lower than in T0 and 

T1 fish. In the integument, the prevalence of Trichodina sp. in all GAA treatments was lower 

than in T0 fish (Table 4).  
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Table 4. Prevalence (P%), mean abundance (MA), and mean infestation intensity (MII) of Trichodina sp. on Mugil 

liza treated with 0 (T0), 238 (T1), 476 (T2) or 715 mg L-1 (T3) of glacial acetic acid. ni = number of parasitized 

hosts, N = number of hosts analyzed. 

Index Infestation site T0 T1 T2 T3 

P% 

(ni/N) 

Gills 100.00a 

(21/21) 

100.00a 

(21/21) 

30.00b 

(6/20) 

10.53b 

(2/19) 

Integument 100.00a 

(21/21) 

76.19b 

(16/21) 

30.00c 

(6/20) 

15.79c 

(3/19) 

 Total 100.00a 

(21/21) 

100.00a 

(21/21) 

55.20b 

(11/20) 

26.32b 

(5/19) 

MA Gills 319.14 ± 948.30a 

(11.00 – 4367.00) 

91.19 ± 148.23a 

(3.00 – 590.00) 

0.80 ± 1.51b 

(0.00 – 5.00) 

0.10 ± 0.32b 

(0.00 – 1.00) 

Integument 20.05 ± 17.45a 

(1.00 – 63.00) 

7.14 ± 13.32b 

(0.00 – 60.00) 

0.90 ± 1.77c 

(0.00 – 6.00) 

0.16 ± 0.38c 

(0.00 – 1.00) 

MII Gills 319.14 ± 948.30a 

(11.00 – 4367.00) 

91.19 ± 148.23a 

(3.00 – 590.00) 

2.67 ± 1.63b 

(1.00 – 5.00) 

1.00 ± 0.00c 

(1.00 – 1.00) 

Integument 20.05 ± 17.45a 

(1.00 – 63.00) 

9.38 ± 14.64b 

(1.00 – 60.00) 

3.00 ± 2.10bc 

(1.00 – 6.00) 

1.00 ± 0.00c 

(1.00 – 1.00) 

Different superscripted lower letters on the same line indicate significant differences (p <0.05). 

The parasitological indexes of P%, MA, and MII for Apiosoma sp. were significantly 

lower in all treatments when compared to T0 (Table 5).  
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Table 5. Prevalence (P%), mean abundance (MA) and mean infestation intensity (MII) of Apiosoma sp. on Mugil 

liza treated with 0 (T0), 238 (T1), 476 (T2) or 715 mg L-1 (T3) of glacial acetic acid. ni = number of parasitized 

hosts, N=number of hosts analyzed. 

Index Infestation site T0 T1 T2 T3 

P% 

(ni/N) 

Gills 100.00a 

(21/21) 

42.86b 

(9/21) 

15.00bc 

(3/20) 

10.53c 

(2/19) 

Integument 100.00a 

(21/21) 

19.05b 

(4/21) 

15.00b 

(3/20) 

10.53b 

(2/19) 

 Total 100.00a 

(21/21) 

57.14b 

(12/21) 

30.00bc 

(6/20) 

21.05c 

(4/19) 

MA Gills 18.24 ± 17.44a 

(1.00 – 56.00) 

0.76 ± 1.09b 

(0.00 – 3.00) 

0.20 ± 0.52c 

(0.00 – 2.00) 

0.16 ± 0.50c 

(0.00 – 2.00) 

Integument 33.14 ± 35.82a 

(2.00 – 167.00) 

0.19 ± 0.40b 

(0.00 – 1.00) 

0.65 ± 0.25b 

(0.00 – 10.00) 

0.16 ± 0.50b 

(0.00 – 2.00) 

MII Gills 18.24 ± 17.44a 

(1.00 – 56.00) 

1.78 ± 0.97b 

(1.00 – 3.00) 

1.33 ± 0.58b 

(1.00 – 2.00) 

1.50 ± 0.71b 

(1.00 – 2.00) 

Integument 33.14 ± 35.82a 

(2.00 – 167.00) 

1.00 ± 0.00b 

(1.00 – 1.00) 

4.33 ± 4.93b 

(1.00 – 10.00) 

1.50 ± 0.71b 

(1.00 – 2.00) 

Different superscripted lower letters on the same line indicate significant differences (p <0.05). 

With the exception of T1 values for Trichodina sp., all efficacy values were numerically 

greater than 95% (Figure 1). 

  

Fig. 1. Efficacy (%) of acetic acid in the control of ciliates associated with reared Mugil liza juvenies. 

a. Efficacy in the control of Trichodina sp. b. Efficacy in the control of Apiosoma sp. T1 = 238 mg 

L-1; T2 = 476 mg L-1; T3 = 715 mg L-1. 
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4. Discussion 

Although the GAA concentrations used in the present study were equal to or less than 

the CL01-1h value determined by the toxicity data from Meira-Filho et al. (2017), there were 

deaths following the treatments (one at 66.6% and two at 100% of CL01-1h). This can be 

explained by the fact that parasitism can affect the dose-response curve of a particular chemical 

or stressor (Marcogliese and Pietrock, 2011). Intensely parasitized animals may present less 

resistance to stressful environmental conditions, including drug treatments (Pascoe and Cram, 

1977). Thus, the tolerance of the mullet to the acid used in this study may have been affected 

by the large amount of ciliates on the fish, as suggested by the values observed in the T0 fish. 

If the infestation intensity was higher, it is possible that the mortality among the treatments 

would have been higher, even in T0. 

In the evaluation of the water quality of the GAA baths, the only parameters that showed 

differences between the treatments were pH and alkalinity, which decreased in the higher GAA 

concentration treatments. There was an increase in total ammonia in all treatments in the AB 

period compared to the BB period. In the recovery, there was no difference in the parameters 

in relation to the treatments. However, the total ammonia levels of all treatments in the AR 

period were higher when compared to the period before recovery (BR). Stressful factors may 

result in increased rates of ammonia excretion by fish (Randall and Tsui, 2002). Although total 

ammonia levels in all treatments did not differ after the bath and recovery periods, suggesting 

that acetic acid did not change the rate of ammonia excretion during these periods, it is unlikely 

that the higher concentrations of acetic acid did not cause stress to the fish, since its presence 

was related to one death in T2 and two deaths in T3. 

All T0 fish were infested by Trichodina sp. and Apiosoma sp. in the gills and in the 

integument, suggesting that initially all fish of all treatments were infested by these parasites. 

In natural environments, the prevalence of Trichodina spp. in M. liza can vary according to the 

species of the parasite, the locality, and the season. Ranzani-Paiva et al. (1997) reported a 

prevalence of 91.62% for Trichodinidae in M. liza (total length of 41.85 ± 1.41 cm and weight 

of 801.00 ± 75.00 g) in the Cananéia estuary region, Brazil. Carnevia and Speranza (2003) 

found that Trichodina sp. on M. liza captured in the estuary of Rio de la Plata, Uruguay, 

presented different prevalence values throughout the seasons, with values of 82.7% for spring, 

89.4% for summer, 69.2% for autumn, and 100.0% for winter. Marcotegui and Martorelli 

(2009) investigated the prevalence of trichodinids of M. liza captured on Samborón Bay, 

Argentina, and reported values of 26% for T. puytoraci, T. lepsii and T. jandranica and 2% for 
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T. scalensis. The prevalence values of Trichodina sp. in M. liza observed in this study are 

apparently higher than those observed by these authors in mugilids off the coast of São Paulo 

(Brazil), Uruguay and Argentina. The present study is the first to report the presence of 

Apiosoma sp. infesting the integument and gills of M. liza. 

The differences in the parasitological index values between T0, and T1, T2 and T3 (for 

Apiosoma sp.) and T2 and T3 (for Trichodina sp.) suggest that the presence of GAA affects 

these organisms. How GAA affects protozoa is not yet known. However, it is suggested that 

pH may play an important role in eliminating these ciliates. Halmetoja et al. (2000) evaluated 

the presence of protozoa in Perca fluviatilis under several environments with different pH 

values and detected differences in prevalence (for Trichodina spp. these were 48.6% [pH 6.4], 

24.5% [pH 5.9], and 0% [pH 5.3]; for Apiosoma spp. these were 75.5% [pH 6.4], 79.2% [pH 

5.9], and 8.1% [pH 5.3]). Here, we found 100% prevalence for both ciliates studied in T0 fish 

(initial mean pH of 7.67). The T1 (initial pH of 5.14), T2 (initial pH of 4.97), and T3 (initial pH 

of 4.20) fish had prevalences of 100% [T1], 30% [T2] and 10.53% [T3] for Trichodina sp. and 

42.86% [T1], 15.00% [T2] and 10.53% [T3] for Apiosoma sp. It is difficult to compare our 

findings with those of Halmetoja et al. (2000) when considering the effect of pH because our 

fish experienced an acute pH exposure, whereas the Halmetoja et al. (2000) fish experienced 

had chronic exposure. 

We did not directly compare the infestation presences for the gills and integument 

because of differences in the collection methods. To address this, future studies might aim to 

standardize the scraping methods. 

In the present study, high efficacies of GAA were observed for the control of Trichodina 

sp. and Apiosoma sp. However, the efficacy did not reach 100% under any of the tested 

conditions for either parasite. It is possible that the 2 h recovery time was insufficient for the 

detachment of all dead ciliates, which might have continued to adhere to the mucous produced 

by the fish and, therefore, were counted and considered alive. 

Studies using GAA as an anti-parasitic drug have used different therapeutic protocols 

(concentrations and bath times). Sniezko (1978), for example, recommends anti-parasitic baths 

at the concentration of 2,000 mg L-1 for 30–60 s or 500 mg L-1 for 30 min. However, this author 

does not report for which parasite taxa these concentrations are adequate. Singhal et al. (1986) 

state that 10 min baths of acetic acid at a concentration of 0.001 mg L-1 has 97% efficacy against 

T. indica, whereas Stoskopf (1988) and Harms (1996) recommend baths of 30 s at 500 mg L-1 

for removal of protozoa. Clearly, the acetic acid concentrations and bath times attributed to the 
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disinfestation of Trichodina spp. of these authors differ from those of the present study. 

However, direct comparisons between studies are difficult because of incomplete reporting of 

methodologies. Also, the Trichodina species studied by these authors are possibly different 

from the one found in the present study. 

 

5. Conclusions 

This study showed that GAA concentration of 238 mg L-1 are effective against 

Apiosoma sp. and that concentration of 476 mg L-1 are effective against Trichodina sp. 

However, it is also necessary to consider the tolerance of the host to GAA, as well their state of 

debilitation, since more debilitated animals may have less tolerance to stress resulting from the 

prophylactic baths. Further studies are recommended to determine whether the anti-parasitic 

effect is due to the acetic acid itself, or to a decrease in pH. The tolerance of this drug in other 

species of farmed fish, and in other species of parasites of aquaculture importance should also 

be evaluated. 
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Resumo 

Apesar do reconhecimento da atividade antiparasitária do ácido acético em peixes, 

estudos sobre os efeitos causados por essa droga nos tecidos dos hospedeiros são escassos. 

Neste estudo foram avaliadas as alterações histológicas do fígado e brânquias de juvenis de 

Mugil liza expostos ao ácido acético glacial. Foram realizados banhos de 1 h com ácido acético 

nas concentrações de 0 (T0), 350,65 (T1), 701,31 (T2) e 1051,96 mg L-1 (T3). Após o banho, 

os peixes foram mantidos em água limpa por 24 h para recuperação. Foram analisados oito 

peixes das concentrações de 0 e 350,65 mg L-1, e apenas quatro das concentrações de 701,31 e 

1051,96 mg L-1 devido à mortalidade. A análise do fígado foi feita por quantificação da área 

total do corte histológico e da área com cada tipo de lesão. Para garantir uma amostragem 

uniforme da distribuição das alterações patológicas nas brânquias, um arco branquial de cada 

hospedeiro foi examinado. Cada arco foi dividido em três campos: os cinco primeiros 

filamentos, os cinco medianos e os cinco últimos. Para cada filamento foi determinada a 

frequência de lesão (F%) pela contagem (presença/ausência) de cada tipo de alteração 

histológica encontrada. Em uma segunda análise, uma nova amostragem foi realizada. Nesta 
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avaliação, a lamela primária central em cada um dos campos foi examinada para determinar a 

porcentagem de lamelas secundárias com cada tipo de patologia em relação às analisadas em 

cada arco (SLL%). Com estes dados, foi determinada a ocorrência de lesão (OL%) para cada 

tipo de lesão. Foram determinados os valores de correlação linear de Pearson (r) entre cada tipo 

de lesão com a concentração de ácido acético e com o pH. Em todos os tratamentos foram 

observadas lesões lamelares caracterizadas por hiperplasia, fusão das lamelas secundárias, 

desprendimento do epitélio lamelar e perda do epitélio lamelar. Não houve diferença na 

frequência de hiperplasia, fusão lamelar e desprendimento do epitélio lamelar entre os 

tratamentos. No entanto, o uso do ácido acético mesmo na menor concentração testada causa 

significativo aumento na porcentagem de perda de epitélio das lamelas secundárias. 

 

Palavras-chave: Drogas, aquicultura, peixes, pH, lesões 

 

1. Introdução 

A aquicultura é o setor de produção de alimentos que mais cresce mundialmente, e em 

2014 produziu 73,8 milhões de toneladas de proteína animal (FAO, 2016). É esperado que até 

2030 a produção anual seja de 93,6 milhões de toneladas (World Bank, 2013). No entanto, com 

o aumento da produção pela aquicultura ocorre também sua intensificação, o que favorece a 

disseminação de doenças parasitárias (Menerrat et al., 2010) que podem causar consideráveis 

prejuízos econômicos e estão entre os principais fatores que afetam o crescimento da 

aquicultura (Bondad-Reantaso et al.,2005; Shinn et al., 2014). 

Drogas vêm sendo estudadas para remoção dos parasitos que infestam/infectam os 

peixes cultivados (Balta et al., 2008; Chagas et al., 2016; Pahor-Filho et al., 2012; Schmahl et 

al., 1989). No entanto, o uso de drogas deve ser realizado com cautela, uma vez que algumas 

drogas em concentrações não adequadas podem causar danos aos hospedeiros (Führ et al., 2012; 

Guimarães et al., 2007; Pahor-Filho et al., 2014; Velmurugan et al., 2009), além de eventuais 

riscos para saúde humana e para o meio ambiente (Cabello, 2006; Rico et al., 2012; Erondu e 

Anyanwu, 2005). 

O fígado é o principal órgão associado à remoção de substâncias tóxicas (Cengiz e Unlu, 

2006). O fígado exerce funções vitais como secreção de bile, reserva de nutrientes e 

metabolismo de macronutrientes (Rodrigues e Fanta, 1998; Velkova-Jordanoska et al., 2012). 

Por outro lado, alterações em sua morfologia podem causar efeitos secundários, como o 

comprometimento da capacidade metabólica (Camargo e Martinez, 2007), ou até mesmo levar 
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à morte do organismo (Rodrigues e Fanta, 1998). Essas alterações podem ainda ser utilizadas 

como marcadores, como um resultado de exposição prévia a ambientes estressantes (Boran et 

al., 2012; Velmurugan et al., 2007).  

Outro órgão de grande importância para os peixes são as brânquias, que desempenham 

diversas funções, como trocas gasosas, regulação iônica e osmótica e está relacionada com o 

equilíbrio ácido-base e com a excreção de nitrogênio (Evans et al., 2005). As brânquias são o 

primeiro órgão a ser impactado por substâncias tóxicas na água devido sua ampla área 

superficial em contato direto com o meio (Evans et al., 1988; Bernet et al., 1999). 

Drogas usuais na aquicultura, como parasiticidas, podem apresentar efeitos negativos 

no hospedeiro, principalmente nas brânquias (Führ et al., 2012; Guimarães et al., 2007; Pahor-

Filho et al., 2014), no entanto, muitas drogas que são utilizadas pela aquicultura ainda não 

apresentam estudos adequados que avaliem seu efeito na saúde do hospedeiro. 

O ácido acético (C2H4O2) é uma droga antiparasitária, sobre a qual estudos 

relativamente antigos (Davis, 1946; Harms, 1996; Singhal et al., 1986; Snieszko, 1978; 

Stoskopf, 1988) relataram sua eficácia contra ectoparasitos de peixes. Mais recentemente, 

Meira-Filho et al. (2017) também constataram sua eficácia contra metazoários ectoparasitos de 

juvenis da tainha Mugil liza. No entanto são desconhecidos os efeitos do ácido acético em 

brânquias e fígado de peixes. No presente estudo foram determinadas e quantificadas as lesões 

causadas por diferentes concentrações de ácido acético em brânquias e fígado de juvenis de 

Mugil liza. 

 

2. Material e métodos 

Todos os procedimentos experimentais que envolveram animais foram aprovados pelo 

Comite de Ética de Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande (CEUA nº 

PQ029/2016). 

Os procedimentos de coleta de peixes, aclimatação, manutenção e delineamento 

experimental deste estudo seguiram os descritos por Meira-Filho et al. (2017). 

 

2.1. Coleta dos peixes, aclimatação e manutenção 

As tainhas utilizadas neste estudo foram capturadas nos arroios do Gelo (32º 11’ 55.58” 

S; 52º 10’ 13.90” O) e da Querência (32º 10’ 55,17” S; 52º 8’ 49.49” O), situados no balneário 

do Cassino, Rio Grande (sul do Brasil), utilizando tarrafa (4 m de diâmetro, malha 0,8 cm). 

Embora não existam estudos sobre estes arroios, há fortes evidências de que ambos apresentam 
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poluentes próprios de atividades antrópicas, com presença de lixo urbano e desague de esgoto. 

Os peixes foram aclimatados por dez dias às condições de cativeiro, em sistema de recirculação. 

Durante o período de aclimatação os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9:00 e 17:00), 

com ração comercial de 38% de proteína bruta, e mantidos em jejum nas 24 h que antecederam 

os experimentos. Foi estabelecido fotoperíodo (12L:12D) e diariamente, 50% do volume da 

água foi renovado, e foram avaliados os parâmetros de qualidade de água, de temperatura e 

oxigênio, com auxílio de oxímetro (YSI Pro-20), pH com auxílio de pHmetro de bancada, e 

alcalinidade, por titulometria. Os parâmetros da qualidade da água do sistema dos peixes 

durante o período pré-experimental foram de 11 ppt de salinidade, 20,9 ± 0,71ºC para 

temperatura, 9,49 ± 0,91 ppm de O2 dissolvido, pH de 7,41 ± 0,14 e 117,86 ± 23,78 mg CaCO3 

L-1 de alcalinidade. Os parâmetros de qualidade de água no qual os peixes foram aclimatados 

são descritos como aceitáveis para juvenis de M. liza (Fonseca Neto e Spach, 1999; Lisboa et 

al., 2015a; Okamoto et al. 2006).  

 

2.2. Delineamento experimental  

Neste estudo foram utilizados 120 juvenis de M. liza (peso 13,04 ± 9,16 g e comprimento 

padrão de 9,84 ± 2,43 cm). As concentrações de ácido acético testadas foram de 0 (T0), 350,65 

(T1), 701,31 (T2) e 1051,96 mg L-1 (T3) obtidas a partir dos valores de 0%, 25% 50% e 75% 

da concentração letal mediana de 1 hora (CL50-1h) para a tainha M. liza (Meira Filho et al., 

2017). Para isso, foram utilizadas doze caixas de 80L em sistema estático (três réplicas por 

tratamento), com volume útil de 45L com uma densidade inicial de 10 peixes por caixa. Em 

todos os tratamentos os peixes foram submetidos ao banho terapêutico de 1 hora. Após esse 

período, os peixes foram transferidos e mantidos em caixas de recuperação por 24 horas. Após 

a recuperação, entre os sobreviventes, três peixes por caixa foram removidos para análise 

histológica. Os valores de pH para cada concentração de ácido acético utilizada foram 

determinados a posteriori por simulação das condições experimentais. 

Os peixes foram anestesiados com eugenol (150 ppm) e eutanasiados por secção 

medular, para então serem realizadas as biometrias. O fígado e as brânquias foram removidos 

e fixados em formol tamponado 10%, submetidos a processamento histológico clássico (Wolf 

et al., 2015) e posteriormente incluídos em Paraplast® (Sigma-Brazil). Secções histológicas de 

5 µm foram realizadas com micrótomo - LEICA RM 2245 e coradas com hematoxilina e eosina 

(Humason, 1979). 

2.3. Análise quantitativa de alterações histológicas de fígado 
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Foram obtidas imagens digitais das secções histológicas do fígado utilizando câmera 

AxioCam ERc-5s, acoplada ao microscópio ZEISS Primo Star, em aumento de 100 x para a 

área total da secção e de 400 x para a área da lesão. As áreas foram calculadas com auxílio do 

software ImageJ 1.50i (National Institute of Health, USA). 

Para quantificar as alterações histológicas encontradas no fígado, foram determinadas 

as porcentagens de área de cada lesão pelo cálculo: L% = 100 (LLSA LSA-1), onde L% é a 

porcentagem de área da secção ocupada por uma determinada lesão, LLSA é a área total de 

uma determinada lesão na secção do fígado analisado e LSA é a área total da secção do fígado 

analisada. 

 

2.4. Análise histopatológica quantitativa de brânquias 

Para garantir uma amostragem uniforme da distribuição das alterações patológicas nas 

brânquias, um arco branquial de cada hospedeiro foi examinado. Cada arco foi dividido em três 

campos: o Campo I foi denominado para os primeiros cinco filamentos, os cinco medianos de 

Campo II e os cinco últimos de Campo III (Figura 1a). Após esse procedimento foram 

observadas as frequências de ocorrência das histopatologias em cada um dos filamentos 

(presença/ausência). Para cortes histológicos que não apresentaram pelo menos 15 filamentos 

branquiais (cinco para cada campo), foi estabelecido que se o número de filamentos for par, o 

campo II ficaria com um filamento a menos. Caso o número de filamentos fosse ímpar e não 

múltiplo de três, o campo II ficaria com um filamento a mais, e caso fosse múltiplo de três, os 

três campos ficam com o mesmo número de filamentos branquiais. Com esses dados, foram 

determinadas as frequências de lesões lamelares (F%) de cada alteração histológica para cada 

peixe: F% = 100 (LFL AFL-1), onde: LFL = número de filamentos com uma ou mais lamelas 

secundárias lesionadas; AF = número de filamentos analisados. 
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Figura 1. Método de avaliação quantitativa de histopatologia de brânquias. a. Delimitação dos cinco filamentos 

branquiais dos campos I, II e III. b. Determinação do filamento branquial mediano (seta) de cada campo. 

 

Em uma segunda análise, para uma quantificação refinada, uma nova amostragem foi 

realizada. Nesta avaliação, a lamela primária central em cada um dos campos (I, II e III) foi 

inteiramente avaliada para cada lesão (Figura 1b). Foram contadas sequencialmente o número 

de lamelas com e sem lesão. Com esses dados, foram calculados a porcentagem de lamelas 

secundárias lesionadas (SLL%) para cada tipo de lesão em cada filamento branquial pelo 

cálculo: SLL% = 100 (NSLL NASL-1), onde: NSLL = número de lamelas secundárias 

lesionadas; NASL = número total de lamelas secundárias analisadas. 

Por fim, com os dados de F% e SLL%, foi determinada a ocorrência de lesão (OL%) de 

cada tipo de lesão para cada tratamento: OL% = 100 (LF AF-1), onde: LF = número de peixes 

com ocorrência de uma determinada lesão nas brânquias; AF = número de peixes que tiveram 

as brânquias analisadas. 

Quando a hiperplasia da lamela branquial primária ocorreu, o número de células da 

camada maior foi contado para determinação do nível de severidade, conforme Führ et al. 

(2012). Assim, foram consideradas hiperplasia leve a ocorrência de 2 a 4 camadas de células; 

hiperplasia moderada de 5 a 10 camadas celulares; e hiperplasia severa, aquelas com 11 ou mais 

camadas celulares. Com esses dados, a porcentagem média da severidade de hiperplasia do 

filamento branquial primário (H%) pode ser determinada para cada tratamento pelo cálculo: 

H% = 100 (NHS NHA-1), onde: NHS = é o número de hiperplasias registradas com o 

determinado grau de severidade (leve, moderado ou severo) e NHO = é o número de 

hiperplasias analisadas.  
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2.5. Análises dos dados 

Os dados de F%, SLL%, OL% e H% foram transformados em arcoseno (x100) e 

comparados estatisticamente. 

Todos os dados foram testados para os pressupostos de teste paramétrico, com o teste 

de Shapiro-Wilk para normalidade e o teste de Levene para homocedasticidade. Quando 

atendidos aos pressupostos, uma anova de uma via foi realizada e caso apresentasse diferença 

significativa, utilizava-se o teste post-hoc de Tukey. Quando os dados não atendiam aos 

pressupostos, era realizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, e quando apresentava 

diferença significativa, utilizava-se o teste de Mann-Whitney. Em todos os testes p<0,05 foi 

considerado significativo. 

O coeficiente de correlação de Pearson (r) foi utilizado para calcular as correlações da 

concentração do ácido acético e do pH avaliado a posteriori com os valores de frequência de 

lesão de cada tipo de histopatologia, com a frequência de lamelas primárias com lesões nas 

lamelas secundárias, com o número médio de lamelas secundárias lesionadas e com a 

severidade de hiperplasia. Correlações lineares até 0,3 foram consideradas fracas, acima de 0,3 

e menores que 0,5 como intermediárias, e igual ou superior a 0,5 como fortes, conforme Russo 

(2003). 

 

3. Resultados 

Após o experimento, a mortalidade foi de 0,00%, 16,67%, 80,00% e 83,33%, para T0, 

T1, T2 e T3, respectivamente. Após o período de recuperação, foram analisados para histologia 

nove peixes de T0 e T1 e quatro peixes de T2 e T3. 

 Os dados de pH determinados para cada concentração de ácido acético foram de 7,41, 

4,42, 4,02 e 3,81 para T0, T1, T2 e T3, respectivamente, conforme Meira-Filho et al. (2017). 

As alterações histológicas encontradas no fígado dos peixes estudados foram infiltrados 

inflamatórios (Figura 2a) e necrose focal (Figura 2b). 
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Figura 2. Lesões de fígado de juvenis de Mugil liza submetidos a banho de 1 h de ácido acético nas concentrações 

de 0 ppm, 350,65 ppm, 701,31 ppm e 1051,96 ppm. a. Infiltrados inflamatórios (seta). b. Necrose focal (seta). 

 

Foram observadas fortes correlações entre a concentração do ácido acético e a área do 

fígado com necrose e com a presença de infiltrados inflamatórios (Tabela 1). 

Tabela 1. Porcentagem média de área lesionada da secção da lâmina do fígado de juvenis de Mugil liza submetidos 

a banho de 1h de ácido acético nas concentrações de 0 mg L-1 (T0), 350,65 mg L-1 (T1), 701,31 mg L-1 (T2) e 

1051,96 mg L-1 (T3) e correlação entre a porcentagem de lesões e a concentração de ácido acético e o pH. 

Histopatologias 

Tratamentos Correlação (r) 

T0 T1 T2 T3 Ácido 

acético 

pH 

Necrose focal 0,2 ± 0,2a 

(0,0 – 0,7) 

0,2 ± 0,2a 

(0,0 ± 0,4) 

0,6 ± 0,4ab 

(0,0 ± 1,0) 

1,8 ± 1,9b 

(0,2 – 4,7) 

0,57** -0,33* 

Infiltrados 

inflamatórios 

0,0 ± 0,0a 

(0,0 – 0,0) 

0,0 ± 0,0a 

(0,0 – 0,0) 

0,0 ± 0,0a 

(0,0 – 0,0) 

0,1 ± 0,1b 

(0,0 – 0,2) 

0,61** -0,32* 

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas.*=correlação linear intermediária, 

**= correlação linear forte.  

 

As brânquias das tainhas testadas no estudo apresentaram lesões lamelares 

caracterizadas por desprendimento do epitélio lamelar (Figura 3a), fusão das lamelas 

secundárias (Figura 3b), hiperplasia de lamelas primárias (Figura 3c) e perda do epitélio da 

lamelar (Figura 3d). 



 

72 
 

 

Figura 3. Lesões de brânquias de Mugil liza juvenis submetidos a banho de 1 h de ácido acético nas 

concentrações de 0 mg L-1, 350,65 mg L-1, 701,31 mg L-1e 1051,96 mg L-1. a. Desprendimento do 

epitélio das lamelas secundárias (seta). b. Fusão das lamelas secundárias (seta). c. Hiperplasia (seta). d. 

Perda do epitélio da lamela secundária (seta).  

 

Hiperplasia e o desprendimento do epitélio lamelar foram encontrados nas brânquias de 

todos os peixes analisados e a perda do epitélio da lamela secundária foi menor que 100% 

somente no T0 (Tabela 2). A ocorrência de lesão de perda de epitélio lamelar apresentou forte 

correlação positiva com a concentração de ácido acético e forte correlação negativa com o pH 

(Tabela 2).  

a b 

c d 
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Tabela 2. Ocorrência de lesão (OL%) de alterações histológicas de brânquias em juvenis de Mugil liza 

submetidos à banho de 1h de ácido acético nas concentrações de 0 mg L-1 (T0), 350,65 mg L-1 (T1), 701,31 

mg L-1 (T2) e 1051,96 mg L-1 (T3). LF=número de peixes com presença de lesão; AF=número de peixes 

analisados.  

Histopatologia 
Tratamentos P% (LF/AF)  Correlação (r) 

T0 T1 T2 T3  Ácido 

acético 

pH 

 

Hiperplasia da lamela 

primária 

 

100,0 

(8/8) 

100,0 

(8/8) 

100,0 

(4/4) 

100,0 

(4/4) 

 

0 0 

Fusão de lamelas 

secundárias 

87,5 

(7/8) 

62,5 

(6/8) 

100,0 

(1/4) 

75,0 

(3/4) 

 
0 0,18 

Desprendimento do 

epitélio de lamela 

secundária 

100,0 

(7/8) 

100,0 

(7/8) 

100,0 

(4/4) 

100,0 

(4/4) 

 

0 0 

Perda do epitélio da 

lamela secundária 

87,5 

(7/8) 

100,0 

(7/8) 

100,0 

(4/4) 

100,0 

 (4/4) 

 
0,77** -0,98** 

*=correlação linear intermediária, **=forte correlação linear. 

 

Não houve diferença na frequência de hiperplasia da lamela primária, fusão da lamela 

secundária e desprendimento do epitélio da lamela secundária entre os tratamentos (Tabela 3). 

No entanto, os peixes de T1, T2 e T3 apresentaram maior frequência de perda de epitélio da 

lamela secundária quando comparados ao T0. A perda do epitélio lamelar apresentou forte 

correlação linear positiva com a concentração de ácido acético e forte correlação linear negativa 

com o pH (Tabela 3).  
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Tabela 3. Frequência média de lamelas branquiais com alterações histológicas em juvenis de Mugil liza submetidos 

a banho de 1h de ácido acético nas concentrações de 0 mg L-1 (T0), 350,65 mg L-1 (T1), 701,31 mg L-1 (T2) e 

1051,96 mg L-1 (T3). 

Histopatologia 

Tratamentos Correlação (r) 

T0 T1 T2 T3 
Ácido 

acético 
pH 

Hiperplasia da 

lamela primária 

96,7 ± 7,1a 

(80,0 – 100,0) 

100,0 ± 0,0a 

(100,0 – 100,0) 

100,0 ± 0,0a 

(100,0 – 100,0) 

100,0 ± 0,0a 

(100,0 – 100,0) 

0,32* -0,41* 

Fusão de 

lamelas 

secundárias 

40,8 ± 34,1a 

(0,0 – 80,0) 

17,5 ± 20,8a 

(0,0 – 53,3) 

50,0 ± 20,7a 

(33,3 – 80,0) 

26,7 ± 30,3a 

(0,0 – 66,7) 

-0,07 0,20 

Desprendimento 

do epitélio de 

lamela 

secundária 

65,8 ± 27,5a 

(26,7 – 100,0) 

63,3 ± 15,1a 

(33,3 – 86,7) 

73,3 – 14,4a 

(53,3 – 86,7) 

78,3 ± 28,5a 

(40,0 – 100,0) 

0,25 -0,07 

Perda do epitélio 

de lamela 

secundária 

20,8 ± 23,5a 

(0,0 – 60,0) 

80,0 ± 11,8b 

(60,0 – 93,3) 

78,3 ± 22,0b 

(53,3 – 100,0) 

76,7 ± 27,5b 

(46,7 – 100,0) 

0,64** -0,76** 

*=correlação linear intermediária, **=forte correlação linear. Valores seguidos de letras sobrescritas iguais não 

são significativamente diferentes entre as concentrações. 

 

A porcentagem de lamelas secundárias sem apresentar qualquer tipo de lesão foi maior 

em T0 quando comparado à T1, T2 e T3 (Tabela 4). Não houve diferença na porcentagem de 

lamelas secundárias com fusão lamelar e com desprendimento do epitélio lamelar, porém, a 

porcentagem de lamelas secundárias com perda do epitélio lamelar estava fortemente 

correlacionada, de maneira positiva, com a concentração do ácido acético e negativa com o pH 

(Tabela 4). De maneira oposta, a porcentagem de lamelas secundárias sem apresentar lesão 

obteve correlação negativa forte com as concentrações de ácido acético utilizadas, e positiva 

forte com os valores de pH (Tabela 4).  
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Tabela 4. Porcentagem de lamelas secundárias lesionadas (SLL%) de brânquias de Mugil liza juvenis 

submetidos a banho de 1h de ácido acético nas concentrações de 0 ppm (T0), 350,65 ppm (T1), 701,31 ppm 

(T2) e 1051,96 ppm (T3). 

Patologia 

Tratamentos Correlação (r) 

T0 T1 T2 T3 
Ácido 

acético 
pH 

Sem lesão 
71,8 ± 17,2a 

(44,0 – 94,8) 

25,1 ± 11,0b 

(12,2 – 41,6) 

39,1 ± 11,6b 

(28,3 – 54,2) 

31,6 ± 5,6b 

(24,5 – 37,3) 
-0,67** 0,83** 

Fusão da lamela 

secundária  

2,4 ± 3,4a 

(0,0 – 9,9) 

4,0 ± 7,6a 

(0,0 – 22,2) 

9,9 ± 10,5a 

(1,7 – 23,8) 

4,4 ± 6,2a 

(0,0 – 13,2) 
0,22 -0,24 

Desprendimento do 

epitélio da lamela 

secundária 

23,1 ± 14,8a 

(5,0 – 48,0) 

14,5 ± 5,6a 

(7,1 – 22,9) 

16,1 ± 9,4a 

(7,0 – 27,4) 

22,5 ± 14,7a 

(5,11 – 41,0) 
-0,06 0,23 

Perda do epitélio 

da lamela 

secundária 

2,6 ± 4,1a 

(0,0 – 12,3) 

56,5 ± 12,6b 

(35,7 – 75,3) 

46,4 ± 23,1b 

(22,4 – 75,1) 

51,9 ± 28,3b 

(33,7 – 93,5) 
0,59** -0,78** 

*=correlação linear intermediária, **=forte correlação linear. Valores seguidos de letras sobrescritas iguais 

não são significativamente diferentes entre as concentrações. 

 

Apesar de haver uma correlação linear intermediária positiva entre o grau de severidade 

leve de hiperplasia e a concentração do ácido acético, não houve diferença significativa entre 

os tratamentos nos diferentes níveis de severidade (Tabela 5).  
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Tabela 5. Porcentagem média de severidade de hiperplasia do filamento branquial primário (H%) nos diferentes 

níveis de severidade, em brânquias de Mugil liza juvenis submetidos a banho de 1h de ácido acético nas 

concentrações de 0 ppm (T0), 350,65 ppm (T1), 701,31 ppm (T2) e 1051,96 ppm (T3). 

Severidade 

da 

hiperplasia 

Tratamentos Correlação (r) 

T0 T1 T2 T3 
Ácido 

acético 
pH 

Leve 6,2 ± 8,6a 

(0,0 – 16,7) 

18,8 ± 20,8a 

(0,0 – 50,0) 

0,0 ± 0,0a 

(0,0 – 0,0) 

33,3 ± 30,4a 

(0,0 – 66,7) 

0,35* -0,30 

Moderada 77,1 ± 25,1a 

(33,3 – 100,0) 

70,9 ± 17,2a 

(50,0 – 100,0) 

83,3 ± 19,2a 

(66,6 – 100,0) 

62,5 ± 28,5a 

(33,3 – 100,0) 

-0,13 0,12 

Severa 16,7 ± 19,9a 

(0,0 – 50,0) 

10,4 ± 15,3a 

(0,0 – 33,3) 

16,7 ± 19,2a 

(0,0 – 33,3) 

4,2 ± 8,3a 

(0,0 – 16,7) 

-0,26 0,20 

*=correlação linear intermediária, **=forte correlação linear. Valores seguidos de letras sobrescritas iguais não 

são significativamente diferentes entre as concentrações. 

 

4. Discussão 

O fígado apresenta papel fundamental na absorção, biotransformação e detoxificação de 

compostos alóctones ao organismo (Cengiz e Unlu, 2006; Neelima et al., 2015), e é um dos 

principais órgãos afetados por contaminantes presentes na água (Camargo e Martinez, 2007). 

O uso de químicos, como drogas antiparasitárias, podem provocar alterações degenerativas no 

fígado, com repostas defensivas inflamatórias (Velkova-Jordanoska et al., 2012). 

Neste estudo foram encontradas necroses focais no fígado de peixes de todos os 

tratamentos. A ocorrência desse tipo de lesão, no grupo controle (0 mg L-1), pode estar 

relacionada ao aparente ambiente poluído no qual os peixes foram coletados (Camargo e 

Martinez, 2007; Castro et al., 2014; Mohamed, 2009). Por outro lado, o aumento médio da 

porcentagem de área lesionada, conforme foi aumentada a concentração do ácido acético, 

sugere a existência do efeito direto do ácido acético nos hepatócitos. 

Poucos estudos foram realizados para avaliação do efeito de drogas antiparasitárias no 

fígado de peixes. Velmurugan et al. (2009) determinaram os efeitos do antiparasitário 

dichlorvos no fígado de Cirrhinus mrigala e também observaram a ocorrência de necrose focal 

nas concentrações testadas.   
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A necrose das células hepáticas pode ser caracterizada como uma resposta não 

específica ao estresse (Belicheva e Sharova, 2011) e os danos causados por esse tipo de lesão 

no fígado podem ser irreversíveis (Camargo e Martinez, 2007). Considerando as diversas 

funções vitais do fígado, lesões como a necrose estão relacionadas a efeitos secundários 

prejudiciais ao organismo (Rodrigues e Fanta, 1998). Desta forma, a ocorrência de necrose 

focal no fígado pode ser atribuída ao efeito direto do tóxico nos hepatócitos ou ao aumento da 

atividade exercida pelo fígado para detoxificação (Neelima et al., 2015). As drogas ou seus 

metabólitos podem afetar funções essenciais do fígado, o que sensibilizaria as células 

inflamatórias ou provocaria uma resposta do sistema imune (Kaplowitz, 2013). Os infiltrados 

inflamatórios são decorrentes de alterações degenerativas (Hibiya, 1982) e são comumente 

relacionados a peixes de ambientes poluídos (Castro et al., 2014, Mohamed, 2009) ou podem 

ser atribuídos ao efeito direto de substâncias tóxicas nos hepatócitos (Neelima et al., 2015). 

Neste estudo foram observados infiltrados inflamatórios apenas em fígado de peixes expostos 

à maior concentração de ácido acético (1051,96 mg L-1), que é a concentração onde as maiores 

áreas de necrose também foram observadas, sugerindo que a ocorrência desses infiltrados pode 

estar relacionada tanto com a presença da necrose, quanto com o efeito direto da droga.  

Em peixes, as brânquias são fundamentais para a respiração, osmorregulação e excreção 

(Cengiz, 2006). O déficit iônico no sangue é a principal causa de mortalidade de peixes de água 

doce quando submetidos à acidificação aguda (Wendelaar Bonga e Dederen, 1986), pois ocorre 

a perda de íons pelas brânquias, pelo aumento do efluxo passivo de Na+ e Cl- e inibição do 

influxo ativo destes mesmos íons (Brown et al., 1990; Freda et al., 1991). No entanto quando 

as concentrações de íons no sangue do peixe são semelhantes às do meio, a acidificação não 

afeta os valores osmóticos do sangue (Wendelaar Bonga e Dederen, 1986). Neste estudo a 

salinidade utilizada foi de 11 ppt, enquanto que o ponto isosmótico determinado para Mugil liza 

é próximo de 12 ppt (Lisboa et al. 2015b), o que sugere que as perdas iônicas não devem ter 

sido o principal motivo da mortalidade e das alterações histológicas encontradas nas brânquias 

dos peixes. 

Não foram encontrados estudos disponíveis sobre a ação do ácido acético em peixes, 

embora seja considerada como droga antiparasitária pelo FDA (2011). Outros ácidos têm sido 

usados em estudos com peixes (Daye e Garside, 1975; 1976; Evans, 1988; Freda et al., 1991; 

Jagor e Haines, 1983; Rodrigues et al., 2013). Utilizando o ácido sulfúrico, Jagoe e Haines 

(1983) estudaram o efeito do estresse ácido agudo no epitélio branquial de trutas Salvelinus 

alpinus e constatam 100% de mortalidade nos espécimes submetidos a pH 3 dentro de 4 h. Em 
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pH 3.5, os peixes sobreviveram de 16,5 a 19 h.  Em pH 4, três de sete peixes sobreviveram por 

96 h. Estes autores não observaram mortalidade nos peixes em pH de 4,5, 5,0 e controle (6,8-

6,9) em 96 h. A sobrevivência das trutas ao pH baixo foi muito superior ao observado para as 

tainhas do presente estudo, tanto em valores de pH quanto ao tempo de exposição, o que pode 

estar relacionado tanto com a espécie estudada quanto ao tipo de ácido utilizado. 

Neste estudo, hiperplasia da lamela primária, fusão lamelar, desprendimento de epitélio 

lamelar e perda de epitélio lamelar foram observados nas brânquias das tainhas em todos os 

tratamentos. Outros estudos apresentaram resultados semelhantes com o pH ácido.  Evans et al. 

(1988) observaram hiperplasia da lamela primária nas brânquias de Salmo gairdneri expostos 

por duas semanas em tratamentos com ácido sulfúrico com pH de 4,7 e 5,2, e concluíram que 

de uma maneira geral, a exposição a ácidos induz à hiperplasia nas brânquias de peixes. 

Rodrigues et al. (2013) utilizaram ácido clorídrico e observaram aumento de danos 

histológicos em brânquias de juvenis de Rachycentron canadum com a diminuição do pH. Os 

valores de pH utilizados foram de 7,9 (controle), 6,5, 6,0, 5,5 e foram encontradas hiperplasia 

das lamelas primárias e fusão das lamelas secundárias nas brânquias de todos os tratamentos, 

exceto no controle. Neste estudo, hiperplasia e fusão das lamelas secundárias também foram 

encontradas, porém sem apresentar diferença entre os tratamentos com ácido acético e o 

controle, sugerindo que as concentrações utilizadas não tenham sido as responsáveis pela 

ocorrência dessas lesões.  Por outro lado, sugere que o ambiente poluído no qual as tainhas 

estudadas foram coletadas pode ter tido papel fundamental para ocorrência das lesões 

observadas no grupo controle. Hiperplasia, fusão lamelar e desprendimento do epitélio lamelar 

já foram registrados em peixes capturados em ambientes poluídos (Nascimento et al., 2012; 

Santos et al., 2014). Além dessas lesões, Rodrigues et al. (2013) também observaram 

telangiectasia em peixes expostos a ph 6,0 e 5,5. Essa lesão não foi encontrada nos peixes neste 

estudo. 

Daye e Garside (1976) utilizando ácido sulfúrico encontraram desprendimento de 

epitélio lamelar em alevinos de Salvelinus fontinalis submetidos a valores de pH de 5,2 a 2,2 

por 10000 min. Também utilizando ácido sulfúrico, Freda et al. (1991) expuseram alevinos de 

Oncorhynchus mykiss a pH 4.0 por 1 h, e constataram desprendimento de epitélio lamelar em 

80% dos peixes analisados. No presente estudo 100% dos peixes de T2 e T3 apresentaram essa 

alteração histológica, fortemente correlacionada com a concentração do ácido acético. 

As alterações histológicas de hiperplasia, fusão lamelar e desprendimento do epitélio 

lamelar podem ser interpretadas como uma estratégia adaptativa de defesa não específica, uma 
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vez tanto a hiperplasia quanto a fusão lamelar diminuem a superfície de contato vulnerável ao 

poluente e o desprendimento do epitélio lamelar aumentando a distância de difusão que o agente 

estressor precisará atravessar para chegar até a corrente sanguínea (Alazemi et al., 1996; 

Cengiz, 2006; Flores-Lopes e Thomaz, 2011; Mallat, 1985; Monteiro et al., 2008; Nascimento 

et al., 2012). No entanto, estas respostas branquiais afetam as trocas gasosas, podendo causar 

asfixia (Alazemi et al., 1996; Rodrigues et al., 2011). 

Sugere-se que as fortes correlações positivas entre a concentração do ácido acético, tanto 

com a frequência de ocorrência de perda de epitélio como com a porcentagem de lamelas 

secundárias com perda de epitélio, podem ser respostas diretas à elevada concentração do ácido 

acético. É possível que as diferenças na ocorrência das diferentes lesões deste estudo com os 

outros estudos com pH baixo citados acima, possam estar relacionadas tanto com a capacidade 

de resposta da espécie estudada, quanto ao tipo de ácido utilizado, uma vez que nenhum desses 

estudos utilizou ácido acético para redução de pH. 

Outros estudos sobre os efeitos histopatológicos de drogas antiparasitárias em brânquias 

de peixes também foram realizados. Guimarães et al. (2007) expuseram alevinos de tilápia do 

Nilo Oreochromis niloticus a 0,25 mg L-1 de trichlorfon por 96 h, e observaram que a partir de 

4 h de exposição, os peixes apresentaram edema nas lamelas secundárias, fusão lamelar, 

hipertrofia e proliferação celular. Velmurugan et al. (2009) determinaram os efeitos 

histopatógicos do antiparasitário dichlorvos nas brânquias de Cirrhinus mrigala e observaram 

hiperplasia, fusão lamelar, necrose epitelial, desprendimento lamelar, colapso da lamela 

secundária e dobramento da lamela secundária em todos os tratamentos com a presença dessa 

droga. Führ et al. (2012) avaliaram os efeitos de mebendazol em brânquias de juvenis de Mugil 

liza e constataram que em concentrações superiores a 10 mg L-1 por 48 h, as tainhas 

apresentaram hiperplasia e fusão lamelar e nas concentrações mais elevadas foram constatadas 

também telangiectasia, ruptura das células pilares e metaplasia escamosa. Embora algumas das 

lesões relatadas no uso de outras drogas sejam similares às encontradas no presente estudo, 

outras parecem ser mais específicas, o que pode estar relacionada ao modo de atuação da droga 

no organismo do peixe, e da capacidade de resposta da espécie avaliada. 

Pahor-Filho et al. (2012) determinaram que a concentração ideal de formaldeído para 

remoção de ectoparasitos de M. liza é de 135 mg L-1. No entanto, Pahor-Filho et al. (2014) 

observaram que a partir da concentração de 67,5 mg L-1 as tainhas já apresentam hiperplasia e 

desprendimento do epitélio lamelar, e que com o aumento das concentrações ocorre também 

aumento na severidade dessas lesões e a ocorrência de necrose. Apesar de neste estudo não ter 
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sido observada diferença significativa entre a porcentagem de ocorrência de hiperplasia nos 

diferentes níveis de severidade, e a frequência de ocorrência de hiperplasia, fusão lamelar e 

desprendimento do epitélio lamelar entre todos os tratamentos, os tratamentos com presença de 

ácido acético apresentaram maior frequência de ocorrência de perda do epitélio lamelar quando 

comparados ao controle. Esse mesmo padrão foi observado quando avaliadas a porcentagem de 

lamelas secundárias lesionadas. 

Embora no presente estudo as mesmas lesões observadas por Pahor-Filho et al. (2014) 

não tenham sido aparentemente afetadas pelas concentrações de ácido acético utilizadas, o 

aumento observado da porcentagem de lamelas secundárias com perda de epitélio sugere que 

mesmo na concentração de 350,65 mg L-1, considerada eficaz contra metazoários ectoparasitos 

de M. liza por Meira-Filho et al. (2017), o ácido acético pode ser prejudicial aos peixes. Além 

disso, é possível que o ácido acético nos tecidos dos hospedeiros pode ter tido o seu efeito 

tóxico ampliado pelas lesões previamente encontradas nos peixes coletados no meio ambiente, 

observados em T0. 

 

5. Conclusões 

O ácido acético em todas concentrações testadas não causou aumento significativo no 

número de camadas de hiperplasia, no número de lamelas fundidas e com desprendimento de 

epitélio. No entanto, como em todas as concentrações testadas apresentaram aumento 

significativo da perda do epitélio das lamelas secundárias, o uso do ácido acético deve ser 

realizado com cautela. É possível que peixes de outros tamanhos ou de espécies diferentes 

apresentem respostas distintas às obtidas no presente estudo. É possível também que outros 

tipos de ácidos possam apresentar efeitos distintos ao encontrado no presente estudo. Sugere-

se então que novos estudos sejam conduzidos, em peixes de diferentes tamanhos e espécies, 

utilizando o ácido acético e outros ácidos, para determinar os diferentes efeitos tanto nos 

parasitos quanto no hospedeiro.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

O ácido acético na concentração de 350,65 mg L-1 por 1 h se mostrou uma droga eficaz 

contra Ligophorus spp., Solostamenides cf. platyorchis, e Ergasilus cf. lizae, e segura.  

Banho único de ácido acético por uma hora foi eficaz para remoção de Trichodina sp. 

em concentrações de 476 mg L-1 ou 715 mg L-1, e de e Apiosoma sp., nas concentrações de 238 

mg L-1, 476 mg L-1 e 715 mg L-1.  

A exposição das tainhas juvenis ao ácido acético nas concentrações de 350,65, 701,31 

e 1051,96 mg L-1 não apresentaram diferenças no número de camadas de células hiperplásicas 

resultantes, na porcentagem de fusão lamelar e porcentagem de lamelas com desprendimento 

do epitélio em relação aos animais não tratados. No entanto, houve forte aumento na 

porcentagem de lamelas secundárias com perda do epitélio lamelar em todas os tratamentos 

com ácido acético.  
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RECOMENDAÇÕES 

Considerando que tanto o ácido acético quanto o pH estavam correlacionados com a 

mortalidade dos metazoários parasitos, é recomendado que novos estudos com outras 

substâncias ácidas sejam realizados, para determinar se a atividade antiparasitária é devido ao 

próprio ácido acético, ou se é pela redução do pH; 

Recomenda-se que os efeitos histopatológicos do ácido acético nas brânquias e fígado 

de peixes sejam avaliados nas concentrações menores, para determinar a concentração máxima 

em que o ácido acético possa ser utilizado sem causar aumento significativo dos vários tipos de 

lesão; 

Considerando que os valores de índice terapêutico e eficácia da droga são específicos 

para cada táxon analisado, é recomendado que sejam realizados estudos similares aos 

apresentados nessa tese, utilizando outras drogas, e/ou espécies diferentes de hospedeiros e 

parasitos, para que possam ser determinadas comparativamente as drogas mais eficazes e 

seguras para cada parasito e hospedeiro; 

Recomenda-se que estudos similares sejam realizados tanto em peixes de água doce, 

quanto marinhos, para avaliar a possibilidade do uso amplo do ácido acético na aquicultura; 

Recomenda-se o estudo de possíveis impactos causados pelo ácido acético nas bactérias 

nitrificantes que compõem o biofiltro de sistemas de recirculação para avaliação da sua 

aplicabilidade; 

Neste estudo não foram avaliados o efeito e o tempo de permanência dessa droga no 

ambiente, e apesar do ácido acético ser considerado uma droga ambientalmente segura, estudos 

são recomendados para avaliação dos possíveis impactos e a resiliência dessa droga no 

ambiente; 

Recomenda-se o estudo de substâncias neutralizadoras do ácido acético e de estudos da 

toxicidade dos produtos gerados dessa reação para determinar a aplicabilidade dessa droga em 

diferentes sistemas de cultivo; 

Apesar de o vinagre ter em sua composição o ácido acético, sua composição pode ser 

variável, portanto é prematuro neste estudo, no qual o vinagre não foi testado, comentar sobre 

a conveniência do seu uso. Pela facilidade de acesso e baixo custo, é recomendado que seu uso 

seja estudado. 


