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CAPITULO 1

USO DE FITOTERAPICOS NO TRATAMENTO DE ENFERMIDADES DE PEIXES



RESUMO

Esta revisdo esclarece as perspectivas em relacdo aos tratamentos atuais e futuros de
enfermidades de peixes. Atualmente, surto de doengas parasitdrias e bacterianas tem atuado
como importante fator limitante para a piscicultura. Com isso os produtores tem langcado mao
de massivas quantidades de antimicrobianos e desinfetantes para controlar mortalidades e
evitar grandes perdas econdmicas. A terapéutica em doengas em peixes € vista com criticismo
devido aos efeitos colaterais dos produtos disponiveis para uso nos dias de hoje, sendo
necessdrios estudos de tratamentos alternativos eficazes e mais seguros. O uso de fitoterdpicos
na produ¢do animal tem se mostrado promissor por serem produtos naturais, biodegradaveis e
com atividade antimicrobiana contra diversos patégenos, inclusive de peixes. Em
experimentos in vitro e in vivo, foi avaliado o potencial de trés fitoterdpicos contra um
importante patégeno de peixe, Ichthyophthirius multifiliis. Foram utilizados os Oleos
essenciais de Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia e Mentha piperita, os quais
mostraram atividade in vitro contra I. multifiliis e o tratamento com o 6leo essencial de M.
alternifolia na agua foi eficaz contra a doenga causada por este parasito. Os trés fitoterdpicos
apresentaram potencial como substitutos aos atuais tratamentos utilizados para controlar esta
importante parasitose em peixe.

Palavras-chave: planta medicinal, aquicultura, Ichthyophthirius multifiliis, in vitro, eficicia.



ABSTRACT

This study explains about prospects in relation to current and future treatments for fish
diseases. Currently, outbreaks of parasite and bacterial diseases have acted as an important
limiting factor for fish farming. So producers have made use of massive amounts of chemicals
and antibiotics to control mortalities and avoid economic losses. The therapy of fish diseases
is not well regarded due to the side effects of the products available for use today, thus,
studies of safer and more effective alternative treatments are needed. The use of herbal
medicines in animals has shown promising to be a natural, biodegradable and have
antimicrobial activity against many pathogens, including fish. In in vitro and in vivo
experiments, we evaluated the potential of three herbal medicines against an important
pathogen of fish, Ichthyophthirius multifiliis. Essential oils of Melaleuca alternifolia,
Lavandula angustifolia and Mentha piperita, showed in vitro activity against I. multifiliis.
Treatment with the essential oil of M. alternifolia in water was effective against the disease
caused by this parasite. These three herbal oils showed potential as replacements to current
treatments used to control of this important parasitic disease in fish.

Key-words: medicinal plant, aquaculture, Ichthyophthirius multifiliis, in vitro, efficacy.



1. INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento da atividade aquicola promove o aumento de préticas inadequadas
que desconsideram os cuidados com o meio ambiente e a saide dos animais. Os sistemas
intensivos estdo frequentemente associados com aumento de densidade e volume de estoque e
o uso massivo de racdo artificial, muitas vezes de ma qualidade. Todas estas caracteristicas,
em conjunto, atuam diretamente sobre a relacdo patégeno/ambiente/hospedeiro. Esta relacao
ocorre de forma equilibrada no ambiente natural, ao contrario dos sistemas intensivos que
invariavelmente atuam favorecendo o desenvolvimento de patégenos, enquanto afetam
negativamente as caracteristicas ambientais e os mecanismos de defesa do hospedeiro.

Diversos pesquisadores tém sido estimulados a encontrar solucdes para os problemas
sanitdrios atuais da aquicultura. Algumas das solucdes para o controle e prevencdo de doencas
em peixes € o desenvolvimento de produtos profildticos como vacinas (Pridgeon e Klesius,
2013) e dietas imunoestilumantes (Skalli et al., 2013), sendo que dentro destas, varios
fitoterdpicos t€m mostrado resultados promissores na profilaxia de doencas e melhora de
resposta imunoldgica (Samad et al., 2013; Vaseeharan e Thaya, 2013). Ainda assim, para o
controle dos surtos de mortalidade causados pelos diferentes patégenos, visando ao menos
diminuir a pressdo destes sobre o hospedeiro, torna-se imprescindivel a utiliza¢do de algum
produto terapéutico em alguma fase da produgdo.

Existe uma grande lacuna quando discorremos sobre os tratamentos utilizados para o
controle de doencas em peixes no mundo. A falta de produtos veterindrios registrados para
uso na aquicultura € um problema atual e mundial, e assim como em outros paises, no Brasil,
muitas das informacdes sobre tratamentos sdo extrapoladas de peixes de dgua fria como
salmonideos (Athanassopoulou et al., 2004) para peixes tropicais. As drogas utilizadas na

aquicultura sdo antimicrobianos, desinfetantes e produtos quimicos, as quais tem um futuro



incerto devido aos vdérios efeitos negativos que provocam no ambiente aquético, organismos
ndo-alvos, peixes € nos humanos.

As principais criticas em torno dos produtos terapéuticos sdo a presenga de residuos na
dgua, sedimento e pescado, toxicidade em organismos nao alvos como plantas, crusticeos e
até peixes selvagens, potencial carcinogénico para manipuladores e consumidores, e
resisténcia bacteriana (Sapkota et al., 2008; Burridge et al., 2010; Rico et al., 2013; Rico &
Brink, 2014). Ainda assim, produtores tem lancado mio de produtos altamente téxicos e nao
registrados para uso contra parasitoses de peixes.

A utilizacdo indiscriminada de substancias sem registro e com grande potencial téxico
€ preocupante. Em revisdo sobre o uso de quimioterdpicos na salmonicultura, Burridge et al.
(2010) descreveram a necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de intervengdes
adequadas e com menores riscos.

Com relacdo ao descrito anteriormente, pesquisas sobre o potencial de fitoterapicos no
tratamento de doengas de peixes estdao sendo frequentemente encorajadas. Estas substancias
tem sua atividade descrita ha séculos no tratamento de infec¢des bacterianas e infestacdes
parasitdrias de humanos e animais (Silva e Fernandes-Junior, 2010), sendo potenciais
terapéuticos no controle dos patégenos de peixes.

Diversos pesquisadores tem testado grande variedade de fitoterdpicos in vitro, a fim de
obter as melhores substincias para estudos in vivo. Atualmente os testes in vitro sdo
executados em busca de efeito parasiticida (Ji et al., 2012; Yi et al., 2012), bactericida
(Ostrand et al., 2012; Albert e Ransangan, 2013) e fungicida (Xue-Gang et al., 2013) das
plantas medicinais contra os principais patdgenos na aquicultura, enquanto os testes in vivo
tétm mostrado efeitos positivos no tratamento e recuperacdo de doengas em peixes

(Muniruzzaman e Chowdhury, 2008; Harikrishnan et al., 2010a,c; Abd El-Galil e Aboelhadid,
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2012; Schelkle et al., 2013). O uso dos fitoterdpicos na aquicultura € de fato promissor, sendo

considerado um possivel substituto aos tratamentos convencionais, altamente t6xicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Doencas em peixes
2.1.1. Intensificacio da atividade e patégenos

Nos ultimos anos, a criagcdo de peixes vem sendo estimulada em todo o mundo,
recebendo especial destaque em 2012, ao ultrapassar a produc¢do de carne bovina (Earth
Policy Institute, 2013). Na cadeia produtiva, a busca pelo maximo de produtividade em um
curto periodo de tempo e com menor custo, acarreta em alguns entraves que direta ou
indiretamente afetam o status sanitdrio da producdo. Densidades elevadas de estocagem
(Garcia et al., 2013), ma qualidade nutricional, m4 qualidade do ambiente aquatico (Longo et
al., 2013) e auséncia de medidas de biosseguridade estdo entre os principais problemas da
aquicultura, principalmente na criacdo de peixes.

H4 décadas, um dos principais entraves sanitdrios ocasionados pela intensificacdo na
criacdo de peixes € a ocorréncia de infestacdes parasitdrias (Kugel et al., 1990), seguida ou
ndo pela presenca de patdgenos oportunistas. Diversos agentes parasitarios afetam a produgao
de peixes, causando queda de produtividade (Evans et al., 2007) até surtos de mortalidades
(Khan, 2009), que consequentemente, geram perdas econdmicas significativas. Entre as
principais parasitoses em aquicultura, sdo destacados, os parasitos visiveis a olho nu, como
lerneideos (Raissy et al., 2013) e braquidros (Pekmezci et al., 2011), além dos parasitos
microscopicos mixosporidios (Miiller et al., 2013), tricodinideos (Valladdo et al., 2013),
monogenéticos (Akoll et al., 2012) e Ichthyophthirius multifiliis (Wei et al., 2013), todos
responsaveis por causar perdas em peixes de producdo.

Infecgdes secunddrias por agentes bacterianos oportunistas sio comuns em
aquicultura. Isso geralmente ocorre quando o hospedeiro estd exposto a mas condi¢des de
criacdo ou ambientais, que ocasiona queda do sistema imunolégico, seja por méd nutrigdo,

estresse e desafios recorrentes. Além disso, € comum a ocorréncia dos patégenos primarios

12



(geralmente parasitos) aumentando a susceptibilidade do hospedeiro as doencas bacterianas
(Xu et al., 2012a,c). Entre as principais bacterioses em peixes de dgua continental estdo as
causadas por bactérias dos géneros Streptococcus (Zhang et al.,2013), Aeromonas (Griffin et
al., 2013), Flavobacterium (Sebastido et al., 2013; Evenhuis et al., 2014), Edwardsiella (Park

et al., 2012; Hawke et al., 2013) e Francisella (Soto et al., 2013).

2.1.2. Ictiofitiriase

Ichthyophthirius multifiliis € um protozodrio ciliado cosmopolita, causador da
parasitose chamada ictiofitiriase, ou popularmente conhecida como “doenca dos pontos
brancos”. A ictiofitiriase constitui um grave problema para aquicultura mundial (Bisharyan et
al., 2003) e é considerada uma das parasitoses mais patogénicas para peixes (Yao et al.,
2011a), afetando diversas espécies, sem exibir especificidade de hospedeiro.

Peixes de importancia para a aquicultura mundial sdo acometidos por esta parasitose
todos os anos, desde carpa Cyprinus carpio (Witeska et al., 2010), truta Oncorhynchus mykiss
(Picon-Camacho et al., 2012b), bagre do canal Ictalurus punctatus (Xu et al., 2012d) e, no
Brasil, acomete a producdo de tildpia Oreochromis niloticus (Pantoja et al., 2012) e de peixes
nativos como surubim Pseudoplatystoma reticulatum (Jeronimo et al., 2013), jundid Rhamdia
quelen (Garcia et al., 2011) e pacu Piaractus mesopotamicus (Franceschini et al., 2013),
diminuindo as chances de sucesso da producdo destes peixes.

O ciclo de vida de I. multifiliis € composto por diferentes fases de vida livre e uma fase
parasitaria (Matthews, 2005). A infestacdo se inicia com a penetragdo dos terontes (fase de
vida livre nadante no ciclo do parasito) no tecido epitelial do tegumento e branquia de peixes,
locais nos quais o parasito passa a se alimentar e desenvolver, caracterizando a fase parasitdria
chamada de trofonte (Ling et al., 2010). Trofontes maduros saem do hospedeiro se

diferenciando em tomontes, para que o ciclo continue na agua. Nesta etapa, ocorre o
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encistamento do parasito. Os tomontes encistados se mantém na dgua, e quando as condi¢des
ambientais sdo favoraveis, inuimeros tomitos se desenvolvem em seu interior € sao liberados,
se diferenciando na forma infectante teronte, que posteriormente, nadard até encontrar um
hospedeiro susceptivel (Matthews, 2005). O ciclo de I. multifiliis € direto ou monoxénico, ou

seja, ndo depende da presenca de hospedeiro intermedidrio para seu desenvolvimento (Figura

1.)

/
.
&
— >~ il
¢ d
Figura 1. O ciclo de vida de Ichthyophthirius multifiliis.
Trofonte (a); tomonte (b); tomonte encistado (c); tomitos em
desenvolvimento no cisto (d); ruptura do cisto com liberacao
de tomitos (e); cada tomito se diferencia em um teronte (f);
terontes invadem o epitélio do seu hospedeiro, no qual se
desenvolvera e continuard o ciclo (g). Adaptado de Wei et al.

(2013).

A taxa de morbidade da ictiofitiriase pode atingir até 100%, causando grandes perdas
econdmicas (Hanson et al., 2008; Osman et al., 2009). Em casos graves de infestacdo, as

mortes ocorrem principalmente por comprometimento respiratorio (Wei et al., 2013). Lesoes
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microscopicas como Ulceras e necrose de tegumento e branquia, associadas a severa resposta
inflamatéria sdo comumente descritas nesta enfermidade (Matthews, 2005; Elsayed et al.,
2006; Wei et al., 2013). Altas taxas de mortalidade estdo associadas com a falta de
tratamentos adequados para peixes de produgdo, pois ao contrdrio dos terapéuticos para
mamiferos, as drogas antiparasitdrias sao limitadas em peixes (Athanassopoulou et al., 2004).

Além disso, I multifiliis pode ser responsdvel pelo aparecimento de doencas
oportunistas, como infeccdes bacterianas causadas pela Aeromonas hydrophila (Xu et al.,
2012a) e Edwardsiella ictaluri (Xu et al., 2012c). Xu et al. (2012b) sugeriram, inclusive, que
1. multifiliis pode atuar como um vetor de E. ictaluri, uma bactéria patogénica causadora da
edwardsiellose.

Para controlar os efeitos devastadores deste protozodrio, diversos produtos quimicos
tém sido empregados. Picon-Camanho et al. (2012a) revisaram 116 compostos aplicados para
controle de I. multifiliis desde 1980, sendo a grande maioria quimicos artificiais, altamente
indesejaveis para uso em cursos de dgua, o que pode justificar a escassez de produtos
comerciais, apesar dos inimeros estudos ja publicados. Um dos principais quimioterdpicos
utilizados por décadas no tratamento da ictiofitiriase é o verde malaquita, que € altamente
eficiente, tem um baixo custo, porém € banido em diversos paises da Europa e em outros
continentes por seu impacto sobre a saide dos humanos (Yi et al.,, 2012) e danos ao meio
ambiente (Henderson et al., 1997). Nao menos empregados no combate da ictiofitiriase, a
formalina, o sulfato de cobre (Farmer et al., 2013) e o permanganato de potdssio (Rintaméki-
Kinnunen et al., 2005) apresentam efeitos deletérios sobre o meio ambiente, organismos nao
alvos e manipuladores.

Em vista do exposto, pesquisas avaliando o potencial de fitoterdpicos contra 1.
multifiliis sao estimuladas. O extrato de alho foi eficaz contra tomontes nas concentragdes de

117 mg/L e 570 mg/L apds 24 horas de teste in vitro (Buchmann et al., 2003), e os extratos de
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Mucuna pruriens (150 mg/L) e Carica papaya (200 mg/L) mostraram 100% de eficacia
contra a fase parasitdria trofonte apds 6 horas de teste in vitro e reducdao de 92% do parasito
na pele, redu¢do de 91% do parasito nas branquias apds tratamento com M. pruriens (200
mg/L), além de ser observada 20% de mortalidade nos peixes do grupo tratado e 65% de
mortalidade no grupo controle (Ekanem et al., 2004).

Nos dltimos anos, devido a crescente preocupacdo com o meio ambiente e satide
publica, pesquisas sobre utilizacdo dessas substancias, ‘“ambientalmente amigaveis”, para o
controle de I. multifiliis tem sido amplamente divulgadas, devido aos efeitos sobre as diversas
fases do ciclo do parasito. Apds estudo com 30 plantas medicinais, Yi et al. (2012)
concluiram que os extratos metandlicos de Magnolia officinalis e Sophora alopecuroides
apresentam alta atividade antiprotozodria contra terontes, com concentracdo letal (CL50-4h)
estimada em 2,45 e 3,43 mg/L, respectivamente. Ainda, 20 mg/L do extrato de M. officinalis
resultou em 100% de mortalidade de tomontes apés 20 horas de exposi¢do, a mesma taxa de
mortalidade foi observada para 320 mg/L de S. alopecuroides. Zhang et al. (2013) observaram
sobrevivéncias de 53,3% e 93,3% em bagre do canal infectado por I. multifiliis e tratado com
10 mg/L e 20 mg/L de pentagalloylglucose (composto ativo da Galla chinensis),
respectivamente, em banhos didrios por 10 dias.

Ichthyophthirius multifiliis foi escolhido para este estudo baseado em sua importancia
e pela necessidade de tratamentos alternativos contra este protozodrio que causa perdas

significativas todos os anos na piscicultura mundial e, principalmente na brasileira.

2.2. Tratamento em aquicultura
2.2.1. Tratamentos convencionais para doencas de peixes
O tratamento de doengas em animais de producdo se faz necessario

independentemente da espécie ou tipo de criagdo. A pressdo dos patégenos sobre o hospedeiro
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¢ grande em sistemas intensivos de cultivo e, por vezes, o uso de drogas terapéuticas é
essencial, ndo sendo diferente em aquicultura. As substincias mais utilizadas em aquicultura
sdo desinfetantes parasiticidas e antibidticos.

Na aquicultura, os desinfetantes sdo caracterizados por reduzir a carga de organismos
patogénicos sobre a superficie bioldgica dos organismos aquéticos, e o uso destes em peixes
estd associado a seu amplo espectro, rdpida acdo e baixo preco (Burka et al., 1997). As
substancias mais conhecidas sdao o peréxido de hidrogénio, a amonia quaterndria, a formalina
e o verde malaquita. Esses compostos sdo utilizados principalmente no tratamento de doengas
parasitdrias (Picon-Camacho et al., 2012a) e fingicas (Sudova et al., 2007) em peixes.

Entre os desinfetantes, a formalina é um dos produtos mais empregados no tratamento
de doencas causadas por Saprolegnia parasitica (Gieseker et al., 2006), monogenéticos
(Pahor-Filho et al., 2012), tricodinideos (Noga, 2010) e I. multifiliis (Heinecke e Buchmann,
2009), no entanto, peixes sobreviventes ao tratamento podem ter sua satide comprometida
(Tieman e Goodwin, 2001). Apesar do baixo potencial de se bioacumular no meio ambiente e
organismos aqudticos, seus efeitos deletérios sobre o peixe e o contato direto de trabalhadores
com este produto representa riscos, tornando incerto seu futuro uso na aquicultura (Picén-
Camacho et al., 2012a).

O verde malaquita foi amplamente usado no controle de diferentes parasitos de peixes,
principalmente no combate ao I. multifiliis por ser eficaz contra este importante patdgeno de
peixe (Srivastava et al., 2004). No entanto, este produto é banido em diversos paises devido
seus efeitos mutagénicos e carcinogénicos (Picon-Camacho et al, 2012a), além de ser
altamente persistente no meio ambiente, bioacumulando no ecossistema e no tecido dos
peixes (Henderson et al., 1997).

Outros produtos largamente utilizados em importantes doencas de peixes sdo o0s

antibioticos. O florfenicol e oxitetraciclina sdo as moléculas mais conhecidas no Brasil e tém
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seu uso aprovado em aquicultura no controle de doencas bacterianas em vdrias espécies de
peixes (U.S. Food and Drug Administration, 2012). No entanto, diversos outros
antimicrobianos tém sido utilizados na aquicultura, mesmo sem registro e aprovacdo (Rico et
al., 2013).

A utilizacdo dos quimioterdpicos na aquicultura pode representar riscos a seguranca
alimentar dos consumidores de peixes (Heuer et al., 2009; Love et al., 2011), bem como
proporcionar lesdes téxicas aos peixes e efeitos deletérios sobre o ecossistema aqudtico
(Tavechio et al., 2009). A maior parte dos desinfetantes e parasiticidas utilizados atualmente
na aquicultura sio altamente téxicos, sendo capazes de afetar microorganismos nio alvos, o
que contribui para a degradacao ambiental (Rico et al., 2012).

Os parasiticidas mostram risco ambiental maior do que os antibiéticos (Rico e Brink,
2014), além de afetar a saide humana por conter efeitos toxicos e mutagénicos, enquanto o
uso indiscriminado de antibidticos no tratamento e profilaxia de bacterioses de peixes estd
associado a selecdo de bactérias resistentes. A resisténcia ndo € exclusiva de bactérias de
peixes, mas sim de todas as bactérias presentes no ambiente, seja de outros animais e até
mesmo humanos, se caracterizando em um grave problema de saide publica (Sapkota et al.,
2008; Burridge et al., 2010).

Burka et al. (1997) descreveram ha mais de 15 anos o uso dessas drogas no tratamento
“off-label” de doencas na aquicultura, que ¢ uma pratica utilizada largamente até os dias
atuais, e caracterizada pelo uso de drogas em doses maiores do que as aprovadas, via de
aplicacdo ndo aprovada, para tratamento de outras doengas ou ainda em outras espécies de
animais que ndo aprovadas. Athanassopoulou et al. (2004) descreveram que esta pratica
ocorre, por exemplo, pela extrapolacio dos tratamentos aprovados em doengas de
salmonideos para outras espécies em outras doencas. No Brasil, como em outros paises, esta

pritica € rotineira. Sabendo dos efeitos deletérios de grande parte das drogas usadas na
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aquicultura, o uso “off-label” representa um risco ainda maior ao meio ambiente, animais e

humanos.

2.2.2. Fitoterapicos: tratamento alternativo

Fitoterdpicos, por definicdo, sdo produtos obtidos de plantas medicinais, ou seus
derivados, com finalidade profildtica, curativa ou paliativa (Brasil, 2011). As plantas
conhecidas como medicinais apresentam ampla atividade antiparasitdria, antibacteriana e
antifingica comprovada por estudos cientificos em animais e humanos (Silva e Fernandes-
Janior, 2010). Apesar dos fitoterdpicos terem sido usados como terapia em doencas de
humanos hé séculos, apenas recentemente tem sido discutido seu potencial para uso na
aquicultura. Muito disso se deve a procura por novos produtos, substitutos aos medicamentos
utilizados e que tem impacto direto no ambiente aquético.

Com relac@o as propriedades antimicrobianas das substancias derivadas das plantas,
estudos sobre o controle das infestacdes parasitarias de humanos e animas, incluindo os
peixes tém sido estimulados (Abd El-Galil e Aboelhadid, 2012). Seu emprego na piscicultura
pode contribuir com a reducao da utilizacdo de quimioterdpicos parasiticidas, proporcionando
maior sustentabilidade a producao de peixes, com diminui¢ao dos riscos ambientais, ao passo
que pode tratar doengas em lotes de peixes evitando mortalidades e, consequentemente,
perdas econdmicas. Ha alguns anos, os fitoterdpicos vém sendo estudados no tratamento de
alguns parasitos de peixes (Ekanem et al., 2004a,b; Steverding et al., 2005; Chitmanat et al.,
2005), ganhando destaque nos ultimos anos com a publicacio de indmeros trabalhos em
importantes periddicos da area.

A principal forma de tratamento das parasitoses € por meio de banhos em agua
contendo o fitoterdpico. Estudando o potencial antiparasitdrio de plantas medicinais Ling et

al. (2013) definiram que o extrato metandlico de Psoralea corylifolia foi efetivo contra todos
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as fases de vida livre de 1. multifiliis quando usado na forma de banho durante 24 horas na
concentragdo de 5 mg/L, e Lu et al. (2012) observaram 100% de eficicia dos extratos de
Dryopteris crassirhizoma, Kochia scoparia e Polygala tenuifolia contra Dactylogyrus
intermedius depois de 24 horas de exposi¢do nas concentracdes de 60 mg/L, 60 mg/L e 500
mg/L. respectivamente, sendo considerados potenciais terapéuticos no controle desta
parasitose. Foi realizada uma extensa busca sobre os trabalhos utilizando fitoterdpicos no
tratamento de parasitoses em peixes (Tabela 1) e os dados estdao dispostos na forma de tabela,
que podera ajudar futuros pesquisadores na escolha de fitoterdpicos, visto que hd uma grande

diversidade de tipos, metodologias e patégenos alvos descritos, dificultando sua comparacao.
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Tabela 1. Fitoterapicos com maiores potenciais para uso em aquicultura no tratamento de enfermidades parasitarias.
Fitoterdpico Tratamento mais eficaz
Parasito Hospedeiro Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
Argulus spp. Carassius b4 ivio ativo piperina  Piper longum  Agua 48h 9,0 mg/L. 100% de eficicia  cumar et
auratus p PP P g g ’ ¢ al. (2012)
. Compostos ativos “« »
D.aCIlegy Tus Carassius isolados: "osthol" e Fructus cnidii Agua 48h ” QSthOI (1 :,6 mg/L) 100% de eficicia Wang et al.
intermedius auratus e . isopimpinellin” (9,5 mg/L) (2008)
isopimpinellin
100% de eficacia
Extrato metandlico 10 mg/L CE50=5.23 mg/L
Dactylogyrus Carassius Semen ¢ CE90=7.33 mg/L Liu et al.
. . . Agua 48h .
intermedius auratus aesculi 100% de eficicia (2010)
Extrato aquoso 12 mg/L CES50 = 6.48 mg/L
CE90 = 12.29 mg/L
Ambos
. "Dioscin" EC50=0,44 mg/L. apresentaram
. Compostos ativos . P
Dactylogyrus Carassius . N e e Paris ¢ e eficaciae o Wang et al.
. . isolados: "dioscin" e Agua 48h " o .
intermedius auratus "solvohvilin D" polyphylla Polyphyllin" D" EC50=  composto "dioscin (2010a)
polyphy 0,70 mg/L mostrou menor
CES0
Compostos ativos Ambos
D.actylogy.rus Carassius isolados: "trillin” e plqscorea. Agua 48h 0,9 mg/L aprgsqntaram Wang et al.
intermedius auratus " e zingiberensis atividade (2010b)
gracillin . .
antiparasitaria
D.actylogy.rus Carassius ComPosto a.tlvoilsoulado: Macleaya Agua 48h 0,7 mg/L 100% de eficdcia Wang et al.
intermedius auratus sanguinarine microcarpa (2010c¢)
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Tabela 1. Continuagdo.

. . Fitoterapico Tratamento mais eficaz
Parasito Hospedeiro - - Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
Dactylogyrus ~ Ctenopharyngo ~ Composto ativo isolado:  Chelidonium ~ Agua 48h 1,60 mg/L 100% de eficicia - ctal
. . . " A . (2011)
intermedius don idella chelerythrine majus
Compostos ativos Bruceine A= 97%
D.actylogy.rus Carassius isolados: "bruceine A" e .Brua.ea Agua 48h | mg/L. d? eficacia Wang et al.
intermedius auratus N . " Jjavanica Bruceine D=91.2% (2011b)
bruceine D o
de eficécia
Dactylogyrus Carassius Composto ativo isolado: Radix Wang et al
dctylogy pos! ; " angelicae Agua 48h 1,6 mg/L 100% de eficicia g ctal.
intermedius auratus osthole . (2011a)
pubescentis
Dactylogyrus Carassius Radix ¢ 100% de eficicia Wu et al
i y 53 ; Extrato metandlico Bupleuri Agua 48h 10 mg/L CE50=3.5mg/Le 2011) '
mniermedtus auratus chinensis CE90 = 6.9 mg/L
Extrato aquoso 30 mg/L Clé)g)(‘)%_dfl:;gcam/i
Dactylogyrus Carassius Cinnamomum Aoua 48h = 19.2mg, Jietal.
intermedius auratus Extrat candli cassia & 40 me/L. 100% de eficécia (2012)
xtrato metandlico mg CES0 = 12.3 mg/L
Qactylogy us Carassius Extrato metandlico Drygp t.erzs Agua 48h 60 mg/L 100% de eficécia Luetal,
intermedius auratus crassirhizoma (2012)
Gyrodactylus Efetivos contra os
elegans ; ; parasitos e
e Carassius Extrato metandlico I.le er Agua 96h 1,5 mg/L mortalidade minima Ekanem et
auratus guineense . al. (2004b)
Dactylogyrus do hospedeiro
extensus (15%)
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Tabela 1. Continuagdo.

. . Fitoterapico Tratamento mais eficaz
Parasito Hospedeiro - - Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
Gyrodactylus Poecilia e . Allium ¢ Aplicagdo .. Schelkle et
turnbulli reticulata Liofilizado em p6 sativum Agua Unica 0,03 mg/L 95% de eficicia al. (2013)
Steverding
Gyrodactylus spp. Gasterosteus Oleo essencial Melal.euc.a Agua 48h 30 ppmv 90% de eficécia et al.
aculeatus alternifolia
(2005)
Heterobranchu Artemisia 85% mortalidade Ekanem e
Monogenea i Extrato etandlico Agua 1h 200 mg/L N . Brisibe
s longifilis annua dos parasitas.
(2010)
Oncorhynchus
Ichthyobodo keta e Composto ativo isolado: Camellia Aoua S min 09 % Eliminou 100% do  Suzuki et
necator Oncorhynchus "-epigallocatechin gallate" sinensis & ’ 7 parasita. al. (2006)
masou
Eficédcia 92% (pele)
Extrato metanolico Mucyna 72h 200 mg/L © 9 1% (,b ranquia)
pruriens Diminuiu 45% de
Ichthyophthirius Carassius Aoua mortalidade Ekanem et
multifiliis auratus & al. (2004a)
Carica Eficédcia 92% (pele)
Extrato petréleo-éter pava 96h 250 mg/L Diminuiu 30% de
papay mortalidade
Ichthyophthirius ~ Ctenopharyngo  Composto ativo isolado: Macleaya Aoua 48h 0,9 mg/L Regggi(;aiftcg)%:% Yao et al.
multifiliis don idella sanguinarine cordata & ’ P (2010)

branquia
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Tabela 1. Continuagdo.

. . Fitoterapico Tratamento mais eficaz
Parasito Hospedeiro - - Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
Ichthyophthirius Squaliobarbus Compostos a.tlvos Macleaya ) CES50: dihydrosanguinarine :’\mbos' compostos Yao et al.
multifiliis curriculus isolados: microcarpa Agua 48h (5,18 mg/L) e sdo efetivos contra o (2011a)
dihydrosanguinarine e dihydrochelerythrine (9,43 1. multifiliis
dihydrochelerytrine mg/L)
. . . Mais de 70% de .
lchthy o;?h.t}.;.mus Carassius Extrato aquoso Capsicum Agua 4h 1:32 e 1:64 (viv) mortalidade dos Ling et al.
multifiliis auratus frutescens . (2012)
parasitas.
Magnolia M. officinalis (20 mg/L) ¢ 100% de
Ichthyophthirius Carassius 1 officinalis e ¢ ) . 7 Yi et al.
et Extrato metandlico Agua 1h S. alopecuroides (320 mortalidade de
multifiliis auratus Sophora (2012)
: mg/L) tomonte
alopecuroides
Ichthyophthirius Ictalurus Composto isolado: Galla ‘ . 93.'370 Qe Zhang et
multifiliis punctatus "pentagalloylglucose" chinensis Agua 10 dias 20 mg/L sobrevivéncia dos al. (2013)
bagres infectados '
Compostos ativos Diminuicao
Ichthyophthirius Carassius . I,), s Toddalia . 1.8 mg/L "chelerythrine" significativa do Shan et al.
e isolados: "chelerythrine" e . Agua 72h N C , .
multifiliis auratus " S asiatica 8 mg/L "chloroxylonine numero de parasitas (2014)
chloroxylonine .
no hospedeiro
Reducdo da .
Diplodus 4 Origanum prevaléncia e Karagouni
Myxobolus sp. Oleo essencial S Raglo 35 dias 8 ml/5kg de biomassa . . et al.
puntazzo minutiflorum intensidade (2005)
infestacdo
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Tabela 1. Continuagdo.

. . Fitoterapico Tratamento mais eficaz
Parasito Hospedeiro - - Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
Reduziu
. . I .. Allium ‘ significativamente a Militz et al.
Neobenedenia sp. Lates calcarifer ~ Principio ativo alicina sativim Agua 1h 15,2 ul/L eclosio e (2013)
longevidade do
oncomiracideo
. Compostos isolados: . ~
Anguilla L. s . j Ginkgo ¢ C13:0 (2,5 mg/L) e C15:1  100% remocdo dos Wang et al.
Pseudodactylogyrus anguilla acido gmlégloslﬁo Cl13:0e biloba Agua 48h (6,0 mg/L) parasitas (2009)
Compostos ativos N
. . o L L. "chelidonine" (1,0 mg/L)
Trichodina sp. Parabramis —isolados: "chelidonine”, — Chelidonium 4 . 48h "chelerythrine” (0,8 mg/L)  100% de eficicia 120 &t
pekinensis chelerythrine" e majus " T, (2011b)
N L sanguinarine" (0,7 mg/L)
sanguinarine
. . Oreochromis Camellia ‘ Redu.zm 95% dos El-Deen
Trichodina sp. o Extrato aquoso . ) Agua . 0,9 % parasitas da pele e
niloticus sinensis 5 min . (2010)
nadadeiras
Abd El-
Trichodina sp. e Oreochromis Allium ¢ . . Eliminou 68% do Galil e
Gyrodactilus sp. niloticus Dentes esmagados sativum Agua indefinido 300 mg/L parasito Aboelhadi
d (2012)
Pampus ) Melaleuca ) 30 min./dia 100% de eficacia ~ Al-Yaqout
Uronema sp. P Oleo essencial P Agua durante 5 20 ppm Cura das lesdes na e Azad
argenteus alternifolia .
dias pele (2010)
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Observa-se na Tabela 1, que o uso de tratamentos fitoterdpicos vem sendo
largamente estudados contra os parasitos 1. multifiliis € monogenéticos. Isso se deve
principalmente a grande importancia destas parasitoses na aquicultura mundial e a falta
de tratamentos seguros, informacdes estas, discutidas nesta revisao.

Os fitoterapicos também apresentam atividade antibacteriana contra patégenos
humanos (Ushimaru et al., 2012) e animais (Dal-Pozzo et al., 2011), e a substituicdo dos
antimicrobianos atuais por produtos fitoterdpicos na aquicultura ndo € utopia, pois
diversas plantas medicinais apresentaram atividade contra importantes bactérias
patogénicas de peixes, como A. hydrophila (Muniruzzaman e Chowdhury, 2008;
Harikrishnan et al., 2009; Harikrishnan et al., 2010c), S. iniae (Abutbul et al., 2004;
Zilberget et al., 2010), Streptococcus agalactiae (Zilberget al., 2010), Flavobacterium
columnare (Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010), Pseudomonas fluorescens e
Edwardsiella tarda (Muniruzzaman e Chowdhury, 2008). Existe preocupagcdo com o
surgimento de cepas bacterianas resistentes aos antibidticos e isso se deve
principalmente ao uso indiscriminado e sem conhecimento na aquicultura (Cabello,
2006), enquanto que a capacidade dos fitoterdpicos causarem resisténcia bacteriana é

baixa (Kulkarni et al, 2013). A Tabela 2 mostra uma revisdo dos principais

fitoterdpicos utilizados no tratamento de bacterioses de peixes.
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Tabela 2. Fitoterapicos estudados em aquicultura no tratamento de enfermidades bacterianas.

Fitoterapi Trat t is efi
Bactéria Hospedeiro - Htoterapico - ratamen o/mals clicaz — Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
Aeromonas Channa - Solanum ¢ 10 min/dia Reguperagao dgs Rajendiran et al.
hydrophila punctatus Extrato acetato etilico nigrum Agua por 30 dias 1g/L lesdes. Potencial (2008)
Y tratamento de
dlcera
Azadirachta
indica
. + . ~ 0% de o
Aeromon.as Carassius Extrato etandlico Curcuma longa Administragio 30 dias 2.5 g/Kg mortalidade dos Harikrishnan
hydrophila auratus oral . et al. (2009)
+ peixes tratados.
Ocimum
sanctum
Azadirachta
’”‘i"”“ 50% de
Aeromonas Cyprinus Extrato aquoso Curcuma lonea Administragdo 30 dias 0.1 % em?2 %  mortalidade e Harikrishnan
hydrophila carpio q + 8 oral PV 85% grupo et al. (2010a)
; controle
Ocimum
sanctum
Azadiracta
’”‘i’“’ 6.7% de
Aeromonas Carassius ~ . ¢ 5 min/dia mortalidade e Harikrishnan et al.
! Concocgao Ocimmun Agua . 1 %
hydrophila auratus por 45 dias grupo controle (2010c)
sanctum
+ 33.3%

Curcuma longa
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Tabela 2. Continuagdo.

Bactéria Hospedeiro i Fitoterdpico i Tratamento mais eficaz Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
100%
Aeromonas recuperagao
. . . - . (Aeromonas .
hydrophila e Barbodes . . Administracao 10 dias 40 % em 3 % . Muniruzzaman e
Pseudomonas gonionotus Extrato do bulbo Allium sativum oral SID PV hy drggl};la) ¢ Chowdhury (2008)
fluorescens 7
recuperados
(Pseudomonas
fluorescens)
Edwardsiella Pangasius Decocciio Calotropis Administragdo 10 dias 62,5 % em 3 ziéx’gzz):lises Muniruzzaman e
tarda hypophthalmus § gigantea oral SID % PV P Chowdhury (2008)
se recuperaram
Unico 0% de Rattanachaikunsopon
Flavobacterium Oregchromzs Extrato aquoso Ce.m(f’lla Agua b.a nho, 2 100 mg/L mortalidade dos e Phumkhachorn
columnare niloticus asiatica dias apds .
desafio peixes tratados. (2010)
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As formas mais comuns de administracdo dos fitoterdpicos no tratamento de
bacterioses sdo por imersdo ou via oral. Devido ao grande niimero de estudos, tipos de
fitoterdpicos e diferentes formas de tratamento, a compara¢do entre os dados da
literatura € dificultada. Esta tabela de revisdao pode ajudar no desenvolvimento de
futuras pesquisas na drea de tratamentos alternativos contra bacterioses de peixes.

Também foram revisados estudos sobre os efeitos dos fitoterdpicos no
tratamento de doengas causadas por fungos em aquicultura. O uso do extrato de
eucalipto a 100 mg/L mostrou significativa inibicdo do crescimento de fungo e alta taxa
de eclosao de ovos de Rutilus frisii (Najafi e Zamini, 2013). O uso do extrato de Radix
sanguisorbae foi considerado promissor no tratamento de ovos infectados
experimentalmente com Saprolegnia australis (Cao et al., 2013). Dados de trabalhos
envolvendo o tratamento de doengas flngicas em aquicultura auxiliam futuros

pesquisadores com interesse nesta drea (Tabela 3).
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Tabela 3. Fitoterapicos estudados em aquicultura no tratamento de enfermidades fingicas.

. Fitoterdpico Tratamento mais eficaz
Fungos Hospedeiro - - Resultado Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracao
Aphanomyces Cirrhina Extrato Azadirachta Administracao . . Sem ,efgzlto sobr.e parametros Harikrishnan et
. . 1 . 30 dias 0.2 % imunoldgicos. Efeitos em valores
invadans mrigala etandlico indica oral ‘- S al. (2010b)
hematoldgicos e bioquimicos.
Aphanomyces Cyprinus Extrato Azadirachta Aoua 5 min/dia por 1 % Desaparecimento completo das Harikrishnan
invadans carpio aquoso indica & 24 dias v lesdes apds 36 dias do tratamento. et al. (2005)
Saprolegnia Ovos de Extrato Radix ¢ Banho tnico,
protes; Carassius . Agua com andlise 1280 mg/L Sobrevivéncia relativa=88% Cao et al. (2013)
australis o aquoso sanguisorbae .
gibelio em 5 dias
Fungo nédo Ovos de Oleo Eucalyptus ¢ 1h/dia por 3 Alta taxa. de.eclosaoidf)s. ovos Najafi e Zamini
> . . . Agua . 100 mg/L. tratados e significante inibicdo do
especificado Rutilus frisii essencial Spp dias . (2013)
crescimento do fungo.
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2.2.3. Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia e Mentha
piperita

Os 6leos essenciais sao compostos complexos volateis
caracterizados por forte odor sendo formados a partir de plantas aromdticas,
como metabdlitos secunddrios. Sdo liquidos, limpidos e podem ser sintetizados a partir
de qualquer parte da planta. Os métodos para a extracdo de Oleos essenciais podem
incluir os usos de di6xido de carbono liquido ou microondas, e, principalmente, de
baixa ou alta pressdao empregando destilacdo dgua ou vapor quente fervente (Bakkali et
al., 2008).

Os o6leos essenciais de plantas (mistura complexa de diferentes compostos
aromadticos) estdo entre os principais compostos naturais a serem estudados em peixes,
pela vasta atividade antimicrobiana ja descrita de seus componentes (Lang e Buchbauer,
2012). Além disso, sao biodegraddveis e devido a seus multi componentes naturais sao
menos propensos a causar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Kulkarni et al.,
2013).

Seu efeito citotéxico € caracterizado por ser lipofilico, desta forma, os 6leos
essenciais ultrapassam a parede celular e membrana citoplasmaética, podendo afetar a
estrutura de diferentes camadas de polissacarideos, dcidos graxos e fosfolipidio,
causando a permeabiliza¢do da célula. Em bactérias, a permeabilizacdo das membranas
estd associada a perda de ions e de reducdo do potencial de membrana, colapso da
bomba de préoton e ao esgotamento do pool de ATP (Bakkali et al., 2008).

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (familia Myrtaceae), planta nativa da
Austrélia, tem sido usado como medicamento antisséptico por décadas (Thomsen et al.,

2011). Na literatura esta planta pode ser encontrada com o nome de “arvore de chd” ou
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“tea tree”. Seu principal constituinte, terpineol é responsdvel por sua ampla atividade
antibacteriana, antiviral, antifiingica e antiparasitaria (Carson et al., 2006).

A atividade bactericida do 6leo essencial de M. alternifolia é atribuida a efeitos
ndo especificos na membrana das bactérias (Cox et al., 2000; Carson et al., 2002). De
fato, os danos causados pelos 6leos essenciais de plantas sobre as membranas dos
patégenos eucariontes sdao diversificados, sendo que dificilmente eles atuam em sitios
especificos (Bakkali et al., 2008).

Com relacdo a atividade parasiticida, M. alternifolia reduziu em 50% o
crescimento dos protozodrios Leishmania major e Trypanosoma brucei (Mikus et al.,
2000), e matou todos os individuos de Trichomonas vaginalis (Viollon et al., 1996). A
atividade anti-inflamatéria do 6leo dessa planta (Carson et al., 2006), e sua eficicia
como inseticida e repelente também ja foram estudadas (Callander e James, 2012).

Estudando doencas de peixes, Campbell et al. (2001) descreveram que a
atividade de zodsporo de Aphanomyces invadans cessou apds 1 hora de exposicao a 20
ppm do 6leo essencial de M. alternifolia. Steverding et al. (2005) registraram a eficacia
deste 6leo essencial contra Gyrodactylus spp., concluindo que este é um produto natural
com potencial para ser uma alternativa ao uso recorrente de quimioterapicos. Al-Yaqout
e Azad (2010) estudaram os efeitos de oito 6leos esséncias de plantas contra Uronema
sp., entre eles o Oleo essencial de M. alternifolia. Este fitoterdpico foi o mais eficaz,
tratando a doenca causada por este parasito em Pampus argenteus, em banhos diarios de
30 minutos durante cinco dias na concentracdo de 20 ppm. Nao foram encontrados
outros registros deste 6leo essencial no tratamento de doencgas de peixes.

O dleo essencial de Lavandula angustifolia tem como principais constituintes o
linalol, acetato de linalilo, terpineol-4-ol, 1,8-cineol, B-ocimeno e canfora. Sua

constituicdo prové atividade contra diversas espécies de bactérias, fungos e acaros
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(Cavanagh e Wilkinson, 2002), inclusive contra bactérias resistentes a antibidticos
(Nelson, 1997). Além disso, sua eficdcia como pesticida também foi relatada (Cavanagh
e Wilkinson, 2002). O 6leo essencial de L. angustifolia se mostrou eficaz em matar
larvas de mosca Cephalopina titillator, apresentando resultados semelhantes a
doramectina, no entanto, esta droga ndo pode ser usada em animais em lactacdo, por
isso a L. angustifolia poderia ser escolhida no tratamento da mifase (Khater et al.,
2013). Moon et al. (2006), empregando ensaios in vitro, observaram atividade
antiparasitaria da L. angustifolia contra dois protozodrios de humano (Giardia
duodenalis e Trichomonas vaginalis) e um protozodrio de peixe (Hexamita inflata). A
concentragcdo de 1% e 0,5% de 6leo de L. angustifolia matou 100% de H. inflata apds
30 minutos de exposi¢do. Nesta revisao, ndo foram encontrados dados adicionais deste
fitoterdpico sobre outros patégenos de peixes, por isso seu teste se faz necessario.
Mentha piperita, comumente chamada hortela pimenta, € uma espécie do género

Mentha (Familia Lamiaceae), que inclui 20 espécies com grande dispersao mundial.

[¢N

Plantas da Familia Lamiaceae sao ricas em polifenélicos € um grande nimero deles

[¢N

conhecido por suas propriedades antimicrobianas (Oumzil et al., 2002). M. piperita
um terapéutico usado no tratamento de diversos sinais clinicos e doengas, incluindo
parasitoses. Vidal et al. (2007) demostraram que, além de ndo ocorrer efeitos deletérios
contra células do intestino do hospedeiro, o extrato de M. piperita demonstrou atividade
anti-trofozoitos de Giardia duodenalis (syn. G. lamblia), enquanto Dua et al. (2011)
mostraram atividade deste fitoterdpico contra Trypanosoma brucei rhodesiense.
Recentemente, Carvalho et al. (2012) concluiram que M. piperita é eficaz contra
nematoide Haemonchus contortus e Khater (2013) descreveu que o 6leo essencial desta

planta foi tdo eficaz quanto a ivermectina no tratamento de larvas de mosca C. fitillator,
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causadora de mifase, se mostrando mais seguro do que a ivermectina por representar
menor risco ambiental.

O 6leo essencial de M. piperita mostrou eficicia in vitro contra Heterobothrium
okamotoi, um monogenético parasito de peixe, na concentracdo de 80 mg/L, porém ndo
mostrou eficdcia contra o parasito quando incluido na ra¢do (Hirazawa et al., 2010). Em
extensa revisdo, nao foram encontrados registros da eficicia deste 6leo essencial contra
outras parasitoses de peixes.

De acordo com esta revisdo, os trés fitoterdpicos apresentados se mostraram com
extensa atividade antimicrobiana, incluindo atividade contra parasitos protozodrios de
humanos ou animais. A revisdo mostrou que os 6leos essenciais de plantas ndo sao
especificos, sendo que sua acdo tdéxica sobre as células pouco depende do
microrganismo patégeno alvo, se eles sdo eucariontes. Por isso, o uso dessas substincias
contra protozodrios de peixes é promissor. Inimeros fitoterdpicos t€ém se mostrado
efetivos no tratamento da ictiofitiriase, no entanto pouco se sabe sobre os efeitos dos
6leos essenciais de M. alternifolia, L. angustifolia e M. piperita em patdgenos de

peixes, ndo sendo encontrados estudos de seu efeito antiparasitario contra I. multifiliis.
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RESUMO

Neste estudo, foram avaliados o efeito antiparasitrio in vitro dos 6leos essenciais (OE)
de Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia e Mentha piperita contra trofontes de
Ichthyophthirius multifiliis e o efeito in vivo do OE de M. alternifolia no tratamento da
ictiofitirfase. O teste in vitro foi composto pelos trés OE, nas concentracdes 57 pul/L, 114
pul/L, 227 pl/L e 455 pl/L, que foram avaliadas a cada 1 hora durante 4 horas em placas
de cultura de células (96 pocos). O tratamento in vivo da ictiofitiriase foi realizado em
banho de 2 h/dia por 5 dias utilizando o OE de M. alternifolia (50 ul/L). Os resultados
in vitro mostraram que os OE de M. alternifolia, L. angustifolia e M. piperita
eliminaram, respectivamente, 80%, 66,34% e 68,52% de trofontes apds 4 horas de
exposi¢do a menor concentracdo (57 ul/L), enquanto a maior concentragdo (455 ul/L)
de todos OE eliminou 100% de trofontes apds uma hora de exposicdao. No estudo in
vivo, 56,33% de peixes severamente doentes pela ictiofitiriase sobreviveram quando
tratados com OE de M. alternifolia (50 pul/L) e a eficicia anti-trofonte deste tratamento
foi de 99,8% no tegumento e 98,8% na branquia, enquanto todos os peixes do grupo ndo
tratado morreram. Além disso, foi observado potencial efeito positivo do OE de M.
alternifolia contra duas bactérias patogénicas oportunistas Edwardsiella tarda e
Citrobacter freundii. Em conclusdo, os OE de M. alternifolia, L. angustifolia e M.
piperita foram considerados potenciais fitoterdpicos contra I. multifiliis € o uso do OE
de M. alternifolia em banho tratou caso grave de ictiofitiriase.

Palavras-chave: fitoterdpico, plantas medicinais, extrato de planta, parasito,
aquicultura, Piaractus mesopotamicus.
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ABSTRACT

In this study, were evaluated the in vitro anti-parasite effect of Melaleuca alternifolia,
Lavandula angustifolia and Mentha piperita essential oils (EO) against trophonts of
Ichthyophthirius multifiliis and in vivo effect of M. alternifolia EO on the treatment of
ichthyophthiriasis. The in vitro study was comprised by three EO at the concentrations
of 57 ulVL, 114 pVL, 227 ul/L and 455 ul/L, and was evaluated each hour during four
hours using 96-well microtitre plate. The in vivo study was performed in 2 h/day bath
treatment by 5 days with EO of M. alternifolia (50 ul/L). The in vitro results showed
that M. alternifolia, L. angustifolia e M. piperita (EO) killed 80%, 66.34% and 68.52%
of trophonts, respectively, after 4h exposure at the lower concentrations (57 ul/L), and
the highest concentration (455 pul/L) of all the EO killed 100% of trophonts after 1h of
exposure. At the in vivo study, 56.33% of the infected fish survived after immersion in
M. alternifolia EO (50 ul/L). The anti-trophont efficacy was 99.8% and 98.8% in the
tegument and gills, respectively, while control group showed 100% of mortality.
Furthermore, there was a positive effect of M. alternifolia EO against two pathogenic
bacteria Edwardsiella tarda and Citrobacter freundii. In conclusion, the EO M.
alternifolia, L. angustifolia e M. piperita were considered as potential phytotherapics
against 1. multifiliis and the use of M. alternifolia EO in bath treated severe
ichthyophthiriasis.

Key-words: phytotherapy, medicinal plants, herbal extract, parasite, aquaculture,
Piaractus mesopotamicus.
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1. INTRODUCAO

Ichthyophthirius multifiliis € um protozodrio ciliado cosmopolita responsédvel por
uma das principais doengas em peixes de dgua doce, a ictiofitiriase ou “doenca dos
pontos brancos”. Esta parasitose apresenta alta morbidade (Osman et al. 2009) e causa
importantes perdas econdmicas na producdo de peixes (Buchmann et al. 2001). O ciclo
de vida deste parasito pode ser dividido em fases de vida livre e uma fase parasitaria
(Matthews 2005). Os efeitos deletérios de I. multifiliis sdo causados principalmente pela
fase parasitdria chamada de trofonte, que se alimenta e se desenvolve no tecido
tegumentar e branquial do peixe (Ling et al. 2010), podendo culminar em morte do
hospedeiro por comprometimento respiratério (Wei et al. 2013). As altas taxas de
mortalidade estdo associadas, principalmente, a falta de produtos terapéuticos
adequados e registrados.

Alguns dos principais produtos utilizados no tratamento da ictiofitiriase sdo o
verde malaquita (Srivastava et al. 2004), formalina, sulfato de cobre (Farmer et al.
2013) e permanganato de potdssio (Rintaméki-Kinnunen et al. 2005). Devido aos efeitos
altamente indesejaveis sobre o meio ambiente (Rico e Brink 2014), animais e humanos
(Sapkota et al. 2008) o uso de alguns parasiticidas tem sido desencorajado. Além disso,
fitoterdpicos apresentam grande potencial como alternativa no tratamento de parasitoses
em peixes (Abd El-Galil e Aboelhadid 2012).

O dleo essencial (OE) de Melaleuca alternifolia tem amplo efeito antisséptico
(Thomsen et al. 2011), com atividade antibacteriana, antiviral, antifiingica,
antiparasitaria (Carson et al. 2006), inseticida e repelente (Callander e James 2012). Em
relacio a atividade antiparasitaria, este OE reduziu em 50% o crescimento dos
protozodrios Leishmania major e Trypanosoma brucei (Mikus et al. 2000) e eliminou

todos individuos de Trichomonas vaginalis (Viollon et al. 1996), assim como
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apresentou atividade contra Gyrodactylus spp. (Steverding et al. 2005). O OE de
Lavandula angustifolia tem grande atividade contra bactérias, fungos, dcaros e pestes
(Cavanagh e Wilkinson 2002). Sua atividade antiprotozodria foi descrita contra
parasitos de humano Giardia duodenalis, Trichomonas vaginalis e um parasito de peixe
Hexamita inflata (Moon et al. 2006). Mentha piperita é uma espécie da Familia
Lamiaceae que € composta por plantas ricas em polifendlicos e um grande nimero deles
€ conhecido por suas propriedades antimicrobianas (Oumzil et al. 2002). Este
fitoterdpico foi eficaz no controle de Haemonchus contortus (Carvalho et al. 2012) e
mostrou atividade anti-trofozoito de G. duodenalis (syn. G. lamblia) (Vidal et al. 2007).

Os 6leos essenciais de plantas (OEP) sdo fitoterdpicos promissores para uso em
aquicultura, pois apresentam extensa atividade antimicrobiana em seus componentes.
Neste estudo avaliou-se, in vitro, o efeito antiparasitario dos OE de M. alternifolia, L.
angustifolia e M. piperita contra trofonte de I. multifiliis e a eficicia in vivo do OE de

M. alternifolia no tratamento da ictiofitiriase.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Oleos essenciais de plantas (OEP)

Os OE puros de M. alternifolia, L. angustifolia e M. piperita foram comprados
na empresa Phytoterapica®. Anélises por cromatografia gasosa foram realizadas para
identificacdo e avaliacdo dos constituintes de cada O6leo essencial. O sistema
cromatografico foi composto pelo GC-MS Agilent 6890N equipado com detector
seletivo de massas HP 5975, injetor automéatico 7683B, coluna capilar HP-5 (30 x 0,25
mm; 0,25 pm) e controlado em modo Split. O injetor foi mantido a 220 °C e a coluna a

60 °C com temperatura crescente (3 °C/minuto) até 240 °C. A temperatura do detector
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de massas foi de 250 °C. Os cromatogramas obtidos e os principais constituintes das

amostras foram identificados a partir da biblioteca Nist do equipamento (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo dos componentes quimicos dos dleos essenciais (OE) de Melaleuca alternifolia,
Lavandula angustifolia e Mentha piperita.

Melaleuca alternifolia Lavandula angustifolia Mentha piperita
Componente Area (%) Componente Area (%) Componente Area (%)
o-pineno 2,77 Eucaliptol 2,92 o-pineno 0,49
o-terpineno 11,14 B-trans ocimeno 1,25 B -Felandreno 0,34
p-cimeno 3,77 [B-cis ocimeno 1,26 B -pineno 0,84
D-limoneno 1,89 Linalol 35,94 p-cimeno 0,31
Eucaliptol 2,05 Canfora 4,51 D-limoneno 1,81
y-terpineno 22,36 (-) borneol 4,19 eucaliptol 4,73
terpinoleno 3,46 1-terpinen-4-ol 0,78 Cis- B-terpineol 0,44
1-terpinen-4-ol 44,6 a-terpineol 1,91 p-mentona 22,95
a-terpineol 5,5 Antranilato de linalila 45,44 Coeluicdo de picos 10,89
aromadendreno 1,27 Acetato de geranila 1,64 D-mentol 44,57
(+)-ledeno < 0,80 cariofileno 1,73 L-mentol 0,73
aloaromadendreno <0,8 pulegona 1,54
B-cadineno 0,81 piperitona 0,49
Y-gurjuneno < 0,80 Acetato de mentila 6,36
cariofileno 2,51
B -cubebeno 1,01

2.2. Hospedeiro e parasitos

Piaractus mesopotamicus foi escolhido como hospedeiro modelo para este
estudo, por ser uma espécie endémica na regido e frequentemente afetada por L
multifiliis. Os peixes P. mesopotamicus sadios (aproximadamente 5 cm) foram mantidos
em aquarios de 70 L com aeracdo constante e troca parcial (10%) de dgua a cada dois
dias. Os peixes foram infestados experimentalmente com I. multifiliis, por coabitacdo,
com peixes da mesma espécie naturalmente infestados. A coabitacdo € um dos métodos

mais comuns na infestacdo experimental por I. multifiliis (Xu et al. 2007) e sua
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efetividade foi observada pela visualizacdo de sinais clinicos seguida de raspados do
tegumento.

Os peixes apresentaram alta infestacdo parasitdria, caracterizada pela presenca
de inimeros pontos brancos sobre tegumento. Uma parte dos peixes teve o tegumento
raspado para obtencdo de parasitos para o teste in vitro, enquanto o restante foi utilizado
posteriormente em outra infeccdo experimental para o teste in vivo.

Este estudo estd de acordo com os principios éticos na experimentagdo animal e

foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (Protocolo n° 017425/13).

2.3. Estudo in vitro

O efeito dos OE de M. alternifolia, L. angustifolia e M. piperita contra trofontes
de I. multifiliis foi realizado seguindo metodologia descrita por Ekanem et al. (2004),
com modificagcdes no material de deposicdo dos parasitos, forma de exposi¢do
(quantidade e materiais) e no tempo final de avaliagao de mortalidade de trofontes.

Foram elaboradas solucdes estoques (20 ml) para a diluicdo dos OEP nas
concentragdes teste desejadas. Para producdo das solucdes estoques foi necessdria a
solubilizacdo dos OE, que foi realizada misturando-o com o solubilizante
dimetilsulféxido (DMSO - Sigma-Aldrich®) em solu¢do de dgua deionizada (Gehaka®
- DG300UF). A quantidade de DMSO em todas as concentracdes foi duas vezes maior
do que a quantidade de OE para garantia da homogeneidade da solugdo. As solucdes
estoque foram acondicionadas em frascos de vidro ambar com vedacdo batoque e tampa
de rosca para preservacdo da qualidade da amostra. As concentracdes iniciais dos OE
nas solugdes estoques foram de 625 ul/L, 1250 pul/L, 2500 ul/L e 5000 pul/L, sendo que
a quantidade de DMSO misturada aos OE foi, respectivamente, 1250 ul, 2500 pl, 5000

ul e 10000 pl. Uma solucdo estoque com a maior quantidade de DMSO (10000 pl/L)
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sem adi¢do de OE também foi preparada e utilizada como um controle para o teste in
vitro.

Os trofontes de I. multifiliis obtidos por raspados de tegumento dos peixes
infestados mantidos em aqudrios (70 L) foram depositados diretamente em placa de
petri contendo dgua (15 ml) do préprio tanque. A placa de petri foi colocada sobre um
papel preto, facilitando a visualizacdo dos trofontes a olho nu. Com auxilio de uma
micropipeta, 100 ul de d4gua contendo trofontes foram pipetados em 84 pocos de placas
de cultura de células (96 pocos). Setenta e dois pogos foram utilizados para trés grupos
de OE em quatro concentracdes com seis repeticdes, enquanto que, doze pogos foram
utilizados para dois grupos controles (grupo controle exposto apenas ao DMSO e grupo
controle nao exposto a nenhuma substancia com seis repeticoes cada).

A contagem basal de trofontes foi realizada por visualizagdo microscépica
(aumento de 40x) de todos os pocos, fornecendo a média de 8 trofontes por poco.
Posteriormente, 10 pl de cada solucdo estoque foram adicionados nos respectivos pogos,
completando 110 pl de solucdo. Portanto, os trofontes foram expostos as concentragdes
de OE finais de 57 pl/L, 114 pl/L, 227 ul/L e 455 ul/L, e a concentracdo final do grupo
exposto apenas ao DMSO foi de 910 pl/L. Por fim, foram coletados dados de
mortalidade (%) dos trofontes de 1. multifiliis a cada 1 hora por 4 horas. O parasito foi
considerado morto na auséncia completa de motilidade ciliar. Esta etapa foi realizada
com auxilio de microscépio 6ptico (aumento de 40x). Além disso, foi descrito o efeito
dos OEP sobre a fase de vida livre teronte, observada em grande niimero nos pocos do
teste in vitro.

Uma média geral da mortalidade de trofontes nas 4 horas de exposi¢ao dos

diferentes OE foi confeccionada para comparagdo de suas eficacias in vitro.
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2.4. Estudo in vivo

Alevinos de P. mesopotamicus (aproximadamente 10 cm), sauddveis, foram
aclimatados em dois tanques de cimento de 400 L. Um dos tanques foi infestado
experimentalmente com [I. multifiliis para uso no teste in vivo, enquanto peixes
sauddveis do outro tanque foram utilizados como controle sadio. A infeccdo
experimental foi realizada por coabitagdo com peixes altamente parasitados que eram
mantidos nos aquérios de 70 L. Apds o aparecimento de pontos brancos nos peixes
infestados foram realizadas andlises parasitolégicas de cinco peixes a cada dois dias, até
que fosse encontrada uma média de, pelo menos, duzentos trofontes parasitando
tegumento e branquia, caracterizando grave infestacdo parasitaria (Carraschi et al.
2013).

Baseado nos resultados observados no estudo in vitro e na revisdo de literatura o
OE de M. alternifolia foi escolhido para teste in vivo no tratamento de ictiofitiriase
experimental. O teste in vivo foi realizado em ambiente externo utilizando 12 tanques de
cimento (50 L) com fluxo de 4gua continuo, infraestrutura similar a encontrada em
pisciculturas de peixes jovens.

O teste in vivo foi composto por quatro grupos em triplicata, sendo o grupo 1
composto por peixes parasitados tratados com OE de M. alternifolia, grupo 2 por peixes
parasitados expostos ao solvente (DMSO), grupo 3 por peixes parasitados nao tratados e
grupo 4 formado por peixes sadios. Os peixes infestados experimentalmente (>200
trofontes) e peixes sadios foram distribuidos, na densidade de cinco peixes/tanque, em
tanques de cimento (50 L) preenchidos com 30 litros de agua subterrdnea com fluxo
aberto. A fonte de 4gua era a mesma para todos os tratamentos e os parametros de dgua
foram mensurados (sonda multiparametros - YSI Profissional Plus®) durante o periodo

de teste in vivo (Tabela 2).
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Tabela 2. Média dos parametros de 4gua mensurados durante o teste in vivo.

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Temperatura (°C) 19,38 +£2,83 19,35 +£2,81 19,20 £ 3,41 19,63 £2,90
pH 8,41 +£0,16 8,36 +0,13 8,39 +0,17 8,48 £ 0,18
Condutividade (uS/cm) 149,63 + 15,41 160,13 £10,24  145,70+17,90 160,73 £ 10,71
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 6,80 + 0,37 6,63 +0,31 6,67 + 0,64 6,60 + 0,49

O tratamento (grupo 1) foi realizado em banhos de 2 horas por dia, durante 5
dias, na concentra¢io de 50ul do OE M. alternifolia com 100 ul de DMSO por litro de
dgua. O fluxo de dgua de todos os grupos foi interrompido durante as duas horas de
tratamento e completamente aberto (vazdo de 3 L/Min.) apds este periodo. Em ensaios
preliminares nao foram observadas mortalidade de peixes expostos ao tratamento
escolhido.

A mortalidade didria dos peixes, descricdo de comportamento e sinais clinicos
foram efetuados durante o periodo do teste. Para andlise de eficdcia anti-parasitdria do
OE de M. alternifolia, o nimero de parasitos encontrados no tegumento e branquia de
cinco peixes sobreviventes do grupo tratado foi comparado com o nimero de parasitos
encontrados no tegumento e branquia de cinco peixes analisados antes do teste (média
de 200 trofontes/peixe).

A eficédcia anti-parasitdria foi calculada pela férmula: EA = (A — D)/A x 100
onde FA € a eficdcia anti-parasitaria (%), A € a média de parasitos antes do tratamento e
D é a média de parasitos poOs-tratamento. As andlises parasitarias foram realizadas por
meio do raspado completo do tegumento e coleta de todos os arcos branquiais para

contagem direta em microscopia optica (aumento de 100x).

2.5. Diagnostico de infec¢do bacteriana secunddria
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Durante o periodo de teste in vivo foram observados, em alguns peixes, do grupo
1, 2 e 3, sinais clinicos de despigmentacdo com lesdo ulcerativa na pele seguida de
morte do hospedeiro. Devido a suspeita da ocorréncia de uma bacteriose de ocorréncia
natural e secunddria a ictiofitiriase experimental, dois peixes ndo tratados (grupo 2 e 3)
e dois peixes tratados (grupo 1) com OE de M. alternifolia recém-mortos foram
congelados para identificagdo microbiolégica. O rim e o bago, coletados assepticamente
em fluxo laminar, foram incubados em meios de cultura ricos (liquido e sdélido)
seguindo protocolo de Pilarski et al. (2008) e incubados em duas temperaturas (25 °C e
30 °C) por 24 e 48 horas. Apds descricdo da morfologia das coldonias e gram, os isolados
foram submetidos a PCR de colonia. A identificacdo molecular foi realizada pelo

método de Sheu et al. (2000), modificado por Sebastido et al. (dados nao publicados).

2.6. Andlise estatistica

Na comparacdo entre a média geral dos trés 6leos essenciais estudados in vitro
foi utilizado o procedimento para modelos mistos do programa Statistical Analysis
System (SAS 2008 - versdo 9.2). Os dados de sobrevivéncia in vivo foram analisados
com o software R e expressos em média + desvio padrao (DP). O teste de Kruskal-
Wallis foi utilizado para comparacdo das médias de sobrevivéncias, no qual as
probabilidades iguais ou menores que 0,05 foram consideradas estatisticamente

significantes.

3. RESULTADOS
3.1. Andlise dos oleos essenciais
A andlise de cromatogrifica gasosa confirmou a identidade dos trés OEP

adquiridos. Nas identificagdes dos picos no cromatograma, o 1-terpinen-4-ol (44,60%),
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y-terpineno (22,36%) e a-terpineno (11,14%) foram os principais componentes do OE
de M. alternifolia, enquanto Antranilato de linalila (45,44%) e Linalol (35,94%) foram
os principais componentes do OE de L. angustifolia, e o D-mentol (44,57%) e p-

mentona (22,95%) foram os principais componentes do OE de M. piperita.

3.2. Estudo in vitro

Os OE de M. alternifolia, L. angustifolia e M. piperita mostraram atividade in
vitro contra trofontes de I. multifiliis. Nao foram observadas mortalidades de trofontes
no grupo controle e no grupo exposto ao DMSO, sendo descartada qualquer influéncia
destes nos testes. O OE de M. alternifolia apresentou maior média de mortalidade de
trofontes dentro das concentracdes de 57 ul/L, 114 ul/L e 227 ul/L (56,34%, 66,02%,
89,24% respectivamente), consequentemente apresentando maior média geral de
eficdcia anti-trofontes (77,90%) se comparada aos OFE de L. angustifolia e M. piperita
(73,83% e 73,22%, respectivamente), porém sem diferenga estatistica entre os trés OE
(p>0,05). Ocorreu aumento da mortalidade de trofontes de I. multifiliis conforme o
aumento das concentracdes utilizadas (Tabela 3) e quanto maior o tempo de exposi¢ao

(p<0,05) em todos OE (Tabela 4).

Tabela 3. Mortalidade média (%) das quatro horas de contagem, de trofontes de Ichthyophthirius
multifiliis expostos aos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia e Mentha
piperita em quatro concentracOes.

. ) Concentracio ]
Oleo essencial Média total
57 ul/L 114 pyl/L 227 ul/L 455 ul/L
Melaleuca alternifolia 56,34a 66,02b 89,24¢ 100,00d 77,90
Lavandula angustifolia 50,11a 59,31b 85,88¢c 100,00d 73,83
Mentha piperita 49,29a 59,40b 84,17¢c 100,00d 73,22
Média total 51,91 61,58 86,43 100

As médias de mortalidade de trofontes a cada tempo de exposicdo foram

dispostas na Tabela 4. Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica na média
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geral dos tratamentos, o OE de M. alternifolia causou maior mortalidade dos trofontes
do que os OE de L. angustifolia e M. piperita na concentracdo de 57 pul/L com duas
horas de exposicdo (54%, 45,62% e 45,16%, respectivamente) e com 4 horas de
exposicao (80%, 66,34% e 68,52%, respectivamente), além de maior mortalidade na
concentracdo de 114 pul/LL com 3 horas de exposicao (87,14%, 70,50% e 72,14%,
respectivamente) € com 4 horas de exposicao (93,32%, 73,28 e 84,34%,
respectivamente). As demais concentragdes de OE, nos diferentes tempos de exposi¢ao,
foram similares. Na maior concentracdo (455 ul/L) todos OE eliminaram 100% dos
trofontes desde uma hora de exposi¢do. Somente as concentracdes de 227 pul/L e 455
pul/L foram efetivas em matar 100% de trofontes durante o teste. Os trofontes mortos
apresentaram vacuoliza¢do e inchaco, culminando por vezes em lise do parasito. Os dois
grupos controles nio apresentaram influéncia sobre os trofontes, que se mantiveram em

movimentacdo normal no periodo de 4 horas.

Tabela 4. Mortalidade (%) in vitro de trofontes de Ichthyophthirius multifiliis expostos aos Odleos
essenciais de Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia e Mentha piperita em quatro concentragdes
durante quatros horas.

. ) ) Concentracdes
Oleo essencial Tempo de exposi¢ao
57 ul/L 114 /L 227 ul/L 455 pl/L
lh 22,00 25,26 60,80 100,00
2h 54,00 58,36 98,08 100,00
Melaleuca alternifolia 3h 69.34 87,14 98,08 100,00
4h 80,00 93,32 100,00 100,00
Média total 56,34 66,02 89,24 100,00
l1h 22,12 29,94 52,67 100,00
Lavandula angustifolia 2h 45,62 63,55 90,83 100,00
3h 66,34 70,50 100,00 100,00
4h 66,34 73,28 100,00 100,00
Média total 50,11 59,31 85,88 100,00
lh 23,16 27,82 46,20 100,00
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Mentha piperita 27h 45,16 53,30 90,48 100,00

3h 60,30 72,14 100,00 100,00
4h 68,52 84,34 100,00 100,00
Média total 49,29 59,40 84,17 100,00

Grande niimero de terontes (fase de vida livre do 1. multifiliis) foi observado em
movimento no inicio do teste in vitro, ndo sendo possivel realizar sua contagem com a
metodologia utilizada, porém apdés uma hora de exposicdo aos OE ndo foram
observados terontes vivos na maioria das concentragdes. Raros terontes vivos, com
movimentacdo lenta, foram observados apenas nas duas primeiras horas das
concentragdes de 57 ul/L e 114 ul/L dos OEP. Nos animais controle nio expostos e
expostos ao DMSO, foram observados terontes e trofontes vivos, sem alteracdo de

movimento ou danos celulares.

3.3. Efeito in vivo do OE de M. alternifolia

A sobrevivéncia (%) de peixes do grupo 1 (53,33%£5,77), que recebeu o
tratamento com OE de M. alternifolia (50 pl/L), foi significantemente maior (p<0,05),
do que a dos peixes do grupo 2 (6,67+11,55) e do grupo 3 (0+0). A sobrevivéncia de
apenas um peixe do grupo (2) exposto ao DMSO ndo foi suficiente para mostrar
diferenca do grupo (3) ndo exposto, onde todos os peixes morreram (p>0,05). Nao

foram observadas mortalidades no grupo (4) formado por peixes sadios.
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Figura 1. Sobrevivéncia (%) de peixes, durante teste in vivo, no tratamento da
ictiofitiriase. Grupo 1 (peixes parasitados tratados com 50 ul/L Melaleuca alternifolia),
grupo 2 (peixes parasitados expostos a 100 ul/LL. DMSO), grupo 3 (peixes parasitados) e
grupo 4 (peixes sadios).

A andlise parasitologica de 5 peixes antes do inicio do teste in vivo mostrou
elevado grau de parasitismo (mais do que 200 trofontes em tegumento e branquia) em
peixes infestados experimentalmente. Para comparagao da eficdcia antiparasitaria com o
parasitismo pds-tratamento in vivo, foi considerada uma média inicial de 200 trofontes
em cada um desses 0rgaos. Apds o tratamento em banhos com OE de M. alternifolia (50
ul/L) a contagem média de trofontes de 1. multifiliis foi de 0,4 no tegumento e 2,4 na

branquia (Tabela 5). O resultado deste tratamento representou 99,80% de eficdcia contra

1. multifiliis no tegumento e 98,80% de eficacia contra o parasito nas branquias.

Tabela 5. Niimero de trofontes de Ichthyophthirius multifiliis encontrados em branquia e tegumento de
peixes infestados experimentalmente, antes e apds o tratamento com o Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia.

Peixe Contagem de trofonte inicial Contagem de trofonte pés-tratamento
Tegumento Branquia Tegumento Branquia
1 > 200 > 200 2 7
2 > 200 > 200 0 0
3 > 200 > 200 0 0
4 > 200 > 200 0 0
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5 > 200 > 200 0 5

Média 200 200 0,4 2,4

No término do teste in vivo, peixes do grupo sadio mostraram média de 169
trofontes em tegumento e 71,2 trofontes em branquia caracterizando uma infestacao
natural, devido as condi¢cdes ambientais favordveis ao parasito 1. multifiliis e

desfavordveis ao hospedeiro durante o periodo.

3.4. Diagndstico de infeccdo bacteriana secunddria

Durante andlise das coldnias bacterianas foi observado predominio de coldnias
grandes, redondas e alaranjadas com bordas escuras ou pretas, formadas por bastonetes
curtos gram negativo, e cresceram em ambas temperaturas de incubacdo (25°C e 30°C)
dos isolados do rim. No diagndstico molecular foram identificadas duas bactérias
patogénicas para peixes. Colonias incubadas a 25°C foram identificadas como
Edwardsiella tarda (cepa ATCC 15947), enquanto as incubadas a 30°C foram
identificadas como Citrobacter freundii (cepa DSM 30039).

A andlise dos peixes recém mortos (dois peixes ndo tratados e dois peixes
tratados) durante o teste in vivo revelaram a infec¢do secunddria por esses dois
patégenos oportunistas, o que ocorreu devido a grave ictiofitirfase. Ndo foram
observadas lesdes macroscOpicas em Orgaos internos desses peixes, sendo Os sinais
clinicos da bacteriose apenas externos. Nao foram encontradas lesdes externas, sinais
clinicos ou comportamento anormal nos peixes sobreviventes do grupo tratado com M.

alternifolia.

4. DISCUSSAO
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Pesquisas recentes tem avaliado o potencial de extratos de plantas (Militz et al.
2013), OE (Hussein et al. 2013) e compostos ativos isolados (Shan et al. 2014) no
controle de doencas na aquicultura. Diversas plantas medicinais como Allium sativum
(Buchmann et al. 2003), Macleaya cordata (Yao et al. 2010), Macleaya microcarpa
(Yao et al. 2011), Magnolia officinalis, Saphora alopecuroides (Yi et al. 2012),
Capsicum frutescens (Ling et al. 2012), Psoralea corylifolia (Ling et al. 2013) e
Toddalia asiatica (Shan et al. 2014) mostraram atividade in vitro contra I. multifillis,
tendo potencial para uso no tratamento da ictiofitiriase. No entanto, a existéncia de
diferentes produtos fitoterdpicos e diferentes metodologias de estudo dificulta a
comparacao entre 0s antiparasitarios.

No resultado do teste in vitro, os OE de M. alternifolia, L. angustifolia e M.
piperita apresentaram efeito anti-trofonte de 1. multifiliis. Todos os OE estudados
apresentaram 100% de eficicia contra trofontes expostos durante quatro horas as
concentragdes de 227 ul/L e 455 pul/L, enquanto Ekanem et al. (2004) observaram 100%
de eficidcia contra trofontes apds seis horas de exposicdo aos extratos de Mucuna
pruriens (150 mg/L) e Carica papaya (200 mg/L). Ainda, na maior concentracdo (455
pul/L) os trés OE apresentaram 100% de eficacia contra trofontes desde a primeira hora
de observagao, mostrando-se promissores para testes na forma de tratamentos rapidos da
ictiofitiriase.

Durante contagem de trofontes foram observados sinais de inchaco,
vacuolizagdo e lise nos parasitos mortos quando expostos aos OEP. Em revisdo de
Bakkali et al. (2008), a despolarizacdo e permeabilizacdo de membranas, inchaco,
vacuolizagdo e vazamento de citoplasma, assim como alteracdes nucleares foram
descritas como alguns dos efeitos toxicos dos OEP contra células de patdgenos

eucariontes. Esses efeitos corroboram com a descri¢do de Zhang et al. (2013), quando a
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pentagaloilglucose extraida da Galla chinensis causou aumento da permeabilidade da
membrana plasmdtica de teronte e tomonte. Isto sugere que, o mecanismo de
citotoxicidade dos OEP e outros fitoterdpicos contra todas as fases do 1. multifiliis, é
similar ao descrito para outros patégenos. Neste estudo, a mortalidade de terontes em
quase todos os grupos indica que esta fase € mais sensivel do que os trofontes, o que foi
descrito por Ling et al. (2012) e Yi et al. (2012). Por isso, testes devem
preferencialmente garantir a mortalidade das outras fases de 1. multifiliis que ndo a fase
teronte.

O uso in vivo do OE de M. alternifolia (50 ul/L) foi eficaz no tratamento de
peixes com ictiofitiriase, onde mais de 50% dos peixes sobreviveram e a eficdcia
parasiticida foi préxima de 100% no tegumento e branquia. Considerando as condi¢des
totalmente desfavordveis ao hospedeiro durante o estudo in vivo (temperatura média de
19 °C, alto parasitismo inicial e infec¢do secunddria natural) os resultados obtidos sdo
considerados promissores. A temperatura média de 19 °C é considerada um fator de
risco para ocorréncia de surtos de ictiofitiriase (Wei et al. 2013), além de ndo ser a
temperatura ideal para peixes P. mesopotamicus, que preferem temperaturas de 23-28
°C (Martinez et al. 2006). O diagndstico da ictiofitirfase de ocorréncia natural no grupo
(4) de peixes sadios confirma essas informacdes.

Em estudo in vivo, Zhang et al. (2013) observaram sobrevivéncia de 53,3% de
“catfish” Ictalurus punctatus infestados por I. multifiliis tratados com 10 mg/L de
pentagalloylglucose (composto ativo da Galla chinensis). Porém, os peixes “catfish”
foram expostos a pentagalloylglucose uma vez ao dia por 10 dias, sendo diferente dos
banhos didrios de apenas 2 horas durante 5 dias realizados no teste in vivo deste estudo.
Em relacdo a eficacia parasitdria, Ekanem et al. (2004) concluiram que extratos de M.

pruriens (200 mg/L) e C. papaya (250 mg/L) reduziram em 92% o numero de I.
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multifiliis em Carassius auratus tratados em banhos de 24 horas por 3 e 4 dias,
respectivamente, sendo menos eficazes que o banho de 2 horas por 5 dias com OE M.
alternifolia (50 ul/L) do presente estudo.

Os peixes mortos, de todos os grupos infestados experimentalmente,
apresentaram perda de pigmentacdo e lesdo ulcerativa na pele. O diagndstico
microbioldgico de peixes recém-mortos (do grupo tratado e ndo tratado) durante o teste
in vivo revelou a presencga de dois patégenos oportunistas C. freundii e E. tarda. Sinais
clinicos observados nos peixes deste estudo foram descritos em infecgdes por
citrobacteriose (Tiirk et al. 2013) e edwardsiellose (Yamasaki et al. 2013).

Alguns trabalhos relatam maior susceptibilidade a bacterioses em peixes
parasitados por I. multifiliis (Xu et al. 2012a,c), além disso Xu et al. (2012b) concluiram
que este parasito pode ser um vetor da edwardisiellose causada por Edwardsiella
ictaluri. Os resultados descritos no teste in vivo como sobrevivéncia e auséncia de
lesdes externas, sinais clinicos ou comportamentos anormais em peixes sobreviventes,
sugerem que o OE de M. alternifolia pode ter efeito contra as infeccdes oportunistas
causadas por C. freundii e E. tarda. De fato, o terpineol, principal componente do OE
de M. alternifolia, também € responsavel por ampla atividade antibacteriana (Carson et
al. 2006), além de parasiticida. Por isso, o uso de fitoterdpicos contra essas duas
bacterioses € promissor. Muniruzzaman ¢ Chowdhury (2008) mostraram que 100% de
Pangasius hypophthalmus infectados por E. tarda recuperaram da doenca quando
alimentados com 3% de decocg¢do de folhas de Calotropis gigantea na ragdo, enquanto
Albert e Ransangan (2013) concluiram que os extratos brutos de Piper betle,
Phyllanthus ninuri e Syzygium aromaticum apresentam forte inibicdo de bactérias
patogénicas gram negativas de peixes, entre elas E. tarda. Nao foi encontrada descri¢do

do uso de fitoterapicos contra C. freundii 1solada de peixe, mas existem registros da
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atividade antibacteriana de plantas medicinais contra esta bactéria isolada de humanos
(Sharma et al. 2013; Souza et al. 2013). Infec¢des bacterianas secunddrias sdo comuns
em peixes parasitados, por isso estudos sobre atividade antibacteriana de OE em
patégenos de peixes sdo encorajados. Particularmente, estudos sobre a atividade do OE
de M. alternifolia contra infec¢des experimentais por E. tarda e C. freundii sdo

necessarios para confirmar seu efeito positivo no tratamento dessas bacterioses.

5. CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia e Mentha
piperita foram avaliados com potencial efeito parasiticida contra Ichthyophthirius
multifiliis. O tratamento em banhos com o 6leo essencial de M. alternifolia (50 ul/L) é

capaz de tratar ictiofitiriase, inclusive em casos graves da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS
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CONSIDERACOES FINAIS

Quando surtos de mortalidades ocorrem, a utilizacdo de drogas e
quimioterdpicos € frequentemente a maneira mais efetiva de controlar a enfermidade e
reduzir a oportunidade de transmissdo de patégenos para todo o plantel. Todavia, a
utilizacdo dessas substincias na piscicultura pode contaminar o ambiente, contribuir
para o aparecimento de microorganismos resistentes (ambos, patégeno e ambiente) e
provocar impactos adversos em espécies ndo-alvo, colocando em risco toda a cadeia
trofica. Além disso, muitas vezes 0s peixes nao suportam os tratamentos por estarem
muito parasitados, em niveis elevados de estresse, ou com alteracdes severas no epitélio
branquial.

No presente trabalho foi descrito o panorama sobre a problematica dos
tratamentos de doencas de peixes e a frequente busca por produtos que controlem os
patégenos com maior seguranca para o ambiente aqudtico e para os humanos. A fim de
fomentar futuras pesquisas na drea, foi realizada extensa revisdo sobre os principais
fitoterdpicos, e os melhores resultados obtidos no tratamento de enfermidades de peixe.

Os ensaios in vitro sdo a melhor alternativa para ensaios de eficdcia quando se
pretende definir um composto no meio de inimeras alternativas, sendo entdo, invidvel o
teste in vivo de todos os fitoterdpicos em peixe. O teste de eficacia in vivo deve sempre
ser considerado para que o potencial do fitoterdpico como antimicrobiano seja
confirmado in situ contra o patégeno.

Neste contexto, considera-se a utilizacdo de fitoterdpicos no tratamento de
doencas de peixes como estratégia terapéutica alternativa aos produtos atualmente
empregados. Os trés Oleos essenciais de plantas estudados apresentaram resposta
positiva contra o parasito I. multifiliis, sendo que o 6leo essencial de M. alternifolia foi

eficaz no tratamento da ictiofitiriase.
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Para o melhor entendimento do efeito dos fitoterdpicos na satde dos peixes e na
eficdcia contra doencas, recomenda-se que estudos adicionais sejam realizados com
toxicologia de fitoterdpicos em peixes, com outras formas de tratamento, incorporagao a
racdo, além de testes com organismos ndo alvos para tracar o perfil de alguns

fitoterdpicos com potencial uso na piscicultura.
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