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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Espera-se que a tese aqui apresentada sirva como base para o
desenvolvimento de pesquisas de antiparasitarios a serem empregados em
sistemas produtivos. A metodologia para avaliar a efetividade in vitro de
substancias com potencial antiparasitario desenvolvida e apresentada na
presente tese pode ser utilizada como uma ferramenta para escolha das
substancias mais adequadas antes da realizacdo de testes in vivo, facilitando a
escolha das substancias e proporcionando uma reducdo do numero de peixes
empregados em estudos in vivo. Espera-se também que alerte os pesquisadores
e produtores quanto a necessidade de utilizacdo de substancias seguras para 0s
hospedeiros quando do uso de tratamentos. Por fim, a tese apresenta um objetivo
de auxiliar no desenvolvimento de metodologia de tratamentos de peixes afetados
com tricodinideos adotando substancias com baixo potencial toxico e poluidor.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

It is expected that the thesis presented here will serve as a foundation for
the development of anti-parasitic research to be employed in productive systems.
The methodology for evaluating the in vitro effectiveness of substances with
potential anti-parasitic properties developed and presented in this thesis can be
used as a tool for selecting the most suitable substances before conducting in vivo
tests, facilitating substance selection and reducing the number of fish used in in
vivo studies. It is also expected to alert researchers and producers to the need for
using safe substances for hosts when using treatments. Finally, the thesis aims to
assist in the development of treatment methodologies for fish affected by

trichodinids by adopting substances with low potential for toxicity and pollution.
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Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientadora — Dra. Fabiana Pilarski

Resumo

Tricodinideos séo parasitos reconhecidos mundialmente por ocasionar perdas na
piscicultura, sendo responsaveis por surtos principalmente quando h& um
desequilibrio na relacdo hospedeiro-ambiente-parasito. Para controlar este
ectoparasito, muitas vezes sao utilizados quimioterapicos com funcdes
antiparasitarias ou desinfetantes, sendo eles registrados ou ndo para uso na
aquicultura. Dessa forma, o uso de fitoterdpicos mostra-se como uma importante
alternativa para reduzir o uso indiscriminado de produtos quimicos e evitar perdas
por tricodiniase. Diante dessa situagéo, o objetivo deste estudo foi prospectar um
Oleo essencial (OE) eficaz e seguro para o tratamento de tricodinideos de tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus). Inicialmente, foram investigados 13 OEs de
plantas para determinar a composi¢cao quimica e atividade antiparasitaria in vitro.
Com os OEs mais promissores foram determinados os efeitos téxicos no
hospedeiro e a eficacia do OE de Eucalyptus globulus. Foram identificados 85
compostos entre os 13 OEs. Cinco OEs apresentaram eficacia contra
tricodinideos na menor concentragdo 60 pL Lt (Citrus aurantifolia, Cupressus
sempervirens, Eucalyptus globulus, Juniperus virginiana e Thymus vulgaris),
sendo entdo analisados quanto a citotoxicidade resultando em baixos percentuais
de lise dos eritrécitos. Na andlise de embriotoxicidade apenas o 6leo essencial de
E. globulus ndo apresentou toxicidade em nenhuma das doses testadas e efeito
teratogénico leve foi observado apenas na maior concentracéo testada (200 mg L~
D). E. globulus apresentou uma reducgédo na carga parasitaria de juvenis de tilapia-
do-Nilo independente da dose testada, alcancando efetividade entre 68,3-73,9%.
Os resultados desse estudo evidenciam o potencial de uso de 6leos essenciais no

controle da tricodiniase em tilapia-do-Nilo

Palavras-chave: antiparasitarios, fitoterapia, peixes parasitos, técnicas in vitro.
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Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientadora — Dra. Fabiana Pilarski

Abstract

Trichodinids are globally recognized parasites causing losses in aguaculture, often
leading to outbreaks, especially when there is an imbalance in the host-
environment-parasite relationship. To control this ectoparasite, chemotherapeutic
agents with antiparasitic functions or disinfectants are often used, whether
registered for use in aquaculture or not. Thus, the use of phytotherapeutics
emerges as an important alternative to reduce the indiscriminate use of chemical
products and prevent losses due to trichodiniasis. Given this situation, the
objective of this study was to prospect an effective and safe essential oil (EO) for
the treatment of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) trichodinids. Initially, 13 plant
EOs were investigated to determine their chemical composition and in vitro
antiparasitic activity. With the most promising EOs, toxic effects on the host and
the efficacy of Eucalyptus globulus EO were determined. Eighty-five compounds
were identified among the 13 EOs. Five EOs showed efficacy against trichodinids
at the lowest concentration of 60 pl'* (Citrus aurantifolia, Cupressus
sempervirens, Eucalyptus globulus, Juniperus virginiana, and Thymus vulgaris),
which were then analyzed for cytotoxicity, resulting in low percentages of
erythrocyte lysis. In embryotoxicity analysis, only the essential oil of E. globulus
showed no toxicity at any of the tested doses, and mild teratogenic effects were
observed only at the highest tested concentration (200 mg.It). E. globulus
demonstrated a reduction in trichodinid load in juvenile Nile tilapia regardless of
the tested dose, achieving effectiveness between 68.3-73.9%. The results of this
study highlight the potential use of essential oils in controlling trichodiniasis in Nile

tilapia.

Keywords: antiparasitics, phytotherapy, fish parasites, in vitro techniques.
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1. Introducéo Geral

1.1. Panorama geral da piscicultura

A aquicultura tem aumentado significativamente nos ultimos anos no Brasil,
com producéao atingindo um valor anual de 6,93 bilhdes de reais em 2021 (IBGE,
2022). Com o aumento da demanda mundial por proteina de peixe e a
estagnacdo da atividade de pesca extrativista, que se mantém estavel desde a
década de 1990 (FAO, 2014), a aquicultura tornou-se uma alternativa viavel para
suprir a demanda de peixes, registrando taxa de crescimento de 13,4% nas

Gltimas trés décadas (Tavares-Dias; Martins, 2017).

A grande variacdo climéatica e a disponibilidade de recursos entre as
regides brasileiras facilitam a producdo de diferentes espécies de peixes em
variadas condi¢bes de producdo. Segundo o Anuario Brasileiro da Piscicultura
(2023), publicado pela Associacao Brasileira de Piscicultura (Peixe BR), o volume
de peixes produzidos no pais alcancou 860,3 mil toneladas, 2,3% a mais que as
841 mil toneladas em 2021. A tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus é a principal
espécie de peixe produzida no Brasil, sendo responsavel por 63,93% do total
produzido com 550,0 mil toneladas. Com um aumento de 3,0% da produgdo em
relacdo a 2021, a tilapia-do-Nilo é produzida em praticamente todas as regiées do
pais, sendo os estados do Parana (187.800 toneladas), Sdo Paulo (77.300
toneladas) e Minas Gerais (51.700 toneladas) os maiores produtores atualmente
(PEIXEBR, 2023).

1.2. Tilapia-do Nilo

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie altamente difundida
e apresenta um grande papel econdmico no mercado aquicola mundial,
contribuindo tanto na renda de pequenos produtores, bem como sendo explorada
comercialmente por grandes empresas, sendo produzida de forma intensiva em
altas densidades com alta tecnologia, comercializada no mercado internacional
em grande escala (Fitzsimmons; Martinez-Garcia; Gonzalez-Alanis, 2011; Furuya
et al., 2008). A O. niloticus é a terceira espécie mais produzida em agua doce no
mundo, com producdo superior a 4,4 milhdes de toneladas em 2020,
representando 9% do total de peixes produzido no mundo (FAO, 2022).

Caunesp



Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientadora — Dra. Fabiana Pilarski

Este ciclideo originario da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, € uma
espécie de agua doce com habito alimentar onivoro, com alta plasticidade,
encontrando-se distribuida em diversas regifes tropicais e subtropicais (Carvalho,
2006). Por apresentar diversas caracteristicas favoraveis a criagdo, como a
resisténcia ao manejo, crescimento acelerado, boa eficiéncia alimentar, suportar
ampla variacao de temperatura, salinidade e pH, tolerar baixos teores de oxigénio
além de apresentar resisténcia a diversas enfermidades (Boscolo; Hayashi;
Meurer, 2002; Zimmermann; Fitzsimmons, 2004) a tildpia € adotada como
principal espécie produzida no Brasil, adotando-se sistemas produtivos mais
intensivos em altas densidades de estocagem que pode favorecer o surgimento

de enfermidades.

Neste contexto, por possuir um grande destague na producdo nacional e
grande importancia no mercado internacional, diversas pesquisas relacionadas as
enfermidades que acometem a tilapia-do-Nilo, bem como alternativas de

tratamento e prevengdo sao de extrema importancia para aprimorar a produgao.

1.3. Tricodinideos

As parasitoses se destacam como uma das principais enfermidades em
sistemas produtivos. Uma grande variedade de organismos pode afetar a tilapia-
do-Nilo, estabelecendo interacdo que ocasiona prejuizo a este hospedeiro, sendo

a grande maioria ectoparasitos como protozoarios e platelmintos.

Os protozoarios ciliados parasitam tanto o tegumento quanto branquias
(Martins et al., 2015), sendo os tricodinideos um dos principais grupos de
ectoparasitos relatados na piscicultura. Os tricodinideos apresentam
comportamento de ectocomensais quando a intensidade de infestagédo é baixa em
hospedeiros selvagens, sem que o hospedeiro seja prejudicado (Eiras et al.,
2010). Entretanto, em sistemas de producdo intensivo em que ha adogéo de altas
densidades, manejo intenso, elevados niveis de arragoamento, entre outros
fatores  estressantes, pode haver um desequilibrio na relacéo
hospedeiro:ambiente:parasito gerando infestacbes parasitarias massivas,
acarretando infecdo priméaria e/ou enfermidades oportunistas, como bacterianas
ou fungicas, causando lesdes e mortalidade nos peixes (Abd El-Galil; Aboelhadid,
2012; Khan, 2009;).

Caunesp
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Este grupo de protozoarios ciliados engloba os géneros Trichodina,
Paratrichodina, Tripartiella, Dipartiella, Vauchomia, Hemitrichodina e Trichodinella
(Qin et al.,, 2023). Tricodinideos sdo encontrados facilmente em ambientes
aquéaticos podendo estabelecer relagbes com diversos organismos vertebrados e
invertebrados. Em peixes, o mecanismo de acao relacionado a patogenia ocorre
quanto a forma como infectam os hospedeiros, pois geralmente se fixam no
hospedeiro com a membrana aboral criando um movimento de sucgao na
superficie epitelial causando irritagdo nos tecidos (Basson; Van As, 2006). Em
peixes, no inicio do desenvolvimento em que as estruturas de protecdo como
escamas nao estdo totalmente desenvolvidas, as lesdes ocasionadas pelo
movimento circular dos tricodinideos na superficie epitelial tornam-se mais graves
quando comparados com peixes adultos (Valladao; Alves; Pilarski, 2016), assim
regidbes como as branquias também podem apresentar lesbes mais severas

ocasionando mortalidades.

1.4. Tratamentos de parasitoses na piscicultura

A abordagem mais eficaz para reduzir perdas por enfermidades infecciosas
€ evitar a introducédo de agentes patogénicos no ambiente de criacdo, bem como
evitar a sua multiplicacdo. Nesse contexto, a adocéo de boas préaticas de manejo
€ essencial para manter um ambiente adequado e assegurar o0 bem-estar animal
(Boison; Turnipseed, 2015). Entretanto, depois de instaladas nos peixes, as
parasitoses devem ser controladas com esforcos financeiros e de manejo
relacionados principalmente com méao de obra especializada e insumos
(Tavechio; Guidelli; Portz, 2009).

Diversos produtores tém feito uso de produtos quimicos altamente téxicos,
inclusive nédo registrados para o tratamento de doencas em peixes (Valladao;
Gallani; Pilarski, 2015). A maioria das parasitoses de peixes sdo controladas com
produtos quimicos como formalina, sulfato de cobre, verde de malaquita,
cloramina, pesticidas organofosforados e diflubenzuron. Esses produtos podem
apresentar efeitos tdxicos nos peixes, afetando principalmente as branquias,
tegumento e figado, além do acumulo residuos na musculatura, que oferece risco
ao consumidor quando néo respeitado o periodo de caréncia pés tratamento
(Tavechio; Guidelli; Portz, 2009).
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O uso intensivo de produtos quimicos na aquicultura apresenta numerosas
desvantagens, tanto para o meio ambiente quanto para a saude (Reverter et al.,
2017). Assim como verificado para bactérias, o uso de drogas antiparasitarias
como triclorfon em tratamentos de banhos podem resultar no desenvolvimento de
resisténcia (Umeda et al., 2006), podem afetar organismos nao alvos (Valladao;
Gallani; Pilarski, 2015), além de serem eliminados no efluente para o ambiente
(Rico; Van Den Brink, 2014). Devido a esses fatores a busca por tratamentos

alternativos com substancias menos nocivas é estimulada.
1.5. Uso de fitoterapicos para tratamento de parasitoses de peixes

Diversas moléculas de 0Oleos essenciais e extratos botanicos estdo sendo
estudadas e desenvolvidas como alternativa ao uso de produtos quimicos que
oferecem riscos a saude dos peixes, meio ambiente e humanos. Neste sentido, o
emprego dos fitoterapicos na piscicultura pode contribuir com a reducdo do uso
de quimioterdpicos, possibilitando maior sustentabilidade a producdo de peixes,
permitindo o tratamento de doencas em lotes de peixes, evitando mortalidades e
perdas econdmicas, com reducdo dos riscos ambientais (Valladdo; Gallani;
Pilarski, 2015).

Fitoterdpicos sdo definidos como plantas ou extratos, podendo ser
comercializados em comprimidos, capsulas, pos, chas, extratos e plantas frescas
ou secas (Zhu, 2020). Diversos beneficios sdo obtidos com a sua utilizagdo como
atividade antibacteriana, antiestresse, anti-helmintica e antiprotozoaria em peixes,
decorrentes de principios ativos constituintes como alcaldides, flavonoides,
compostos fendlicos, terpenoides e esteroides (Dawood et al., 2021; Reverter et
al., 2014; Tavares-Dias, 2018; Zhu, 2020). Apesar dos diversos beneficios
verificados com o uso de fitoterapicos, seu uso é desafiador em razdo das
diversas situacdes de criacdo, estagios de desenvolvimento dos peixes e fases de
vida dos parasitos, podendo influenciar na eficacia do tratamento bem como na
toxicidade aos peixes (Tavechio; Guidelli; Portz, 2009; Zhu, 2020).

Na aquicultura, diversos sdo os fitoterapicos estudados como
antiparasitarios para o controle de helmintos ou protozoarios como Allium sativum
(Salaro, 2018), Copaifera duckei (Costa et al., 2017), Hyptis mutabilis (Cunha et
al., 2017), Lavandula angustifolia (Valladao et al., 2016), Lippia alba (Costa el al.,
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2020; Salaro, 2018), Lippia sidoides (Hashimoto et al., 2016), Melaleuca
alternifolia (Salaro, 2018; Valladdo et al., 2016), Mentha piperita (Costa et al.,
2020; Hashimoto et al., 2016; Malheiros et al., 2016; Salaro, 2018; Valladao et al.,
2016), Oncimum basilicum (Salaro, 2018), Oncimum gratissimum (Meneses et al.,
2018), Pterodon emarginatus (Valentim et al., 2018), Thymus vulgaris (Salaro,
2018), Varronia curassavica (Nizio et al., 2018) e Zingiber officinale (Costa et al.,
2020; Fu et al., 2017; Salaro, 2018). Apesar do grande numero de estudos sobre
os efeitos antiparasitérios de fitoterapicos na aquicultura ha um ndmero restrito de
publicacbes em que o parasito foco do estudo pertenca ao grupo dos

tricodinideos.
Diante da presente situacéo, este trabalho teve como objetivos:
2. Objetivo

Avaliar a eficacia e seguridade de 6leos essenciais de plantas contra

tricodinideos de tilapia-do-Nilo.

2.1. Objetivos especificos

e Desenvolver metodologia para avaliagdo in vitro de atividade
antiparasitaria de compostos contra tricodinideos;

e Avaliar o efeito antiparasitario in vitro de 13 6leos essenciais em
tricodinideos;

e Determinar a composicdo quimica dos 6leos essenciais utilizados
no teste in vitro;

e Avaliar o efeito citotoxico em eritrécitos de tilapia-do-Nilo dos cinco
Oleos essenciais com melhores resultados no teste in vitro;

e Avaliar efeito embriotoxico em Zebrafish dos quatro 6leos com
menor citotoxicidade;

e Avaliar a eficacia no controle de tricodinideos em juvenis de tilapia-

do-Nilo do 6leo essencial com menor embriotoxicidade.
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MANUSCRITO I

Desenvolvimento de metodologia para avaliagao da atividade
antiparasitaria in vitro de 6leos essenciais de plantas contra

tricodinideos

Resumo

O uso de o6leos essenciais (OEs) é uma importante estratégia para reduzir o uso
de quimioterapicos na aquicultura devido a efeitos antibacterianos,
antiparasitarios, imunoestimulantes e promotor de crescimento. Neste trabalho
desenvolvemos metodologia para a avaliacdo da atividade antiparasitaria (ensaio
in vitro) de 13 OEs contra tricodinideos de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
bem como determinar a composi¢cdo dos mesmos. A composi¢cdo dos OEs foi
determinada por cromatografia gasosa, a citotoxicidade através da hemodlise de
eritrécitos e a atividade antiparasitaria pela exposi¢cdo dos tricodinideos aos
compostos por um periodo de 3 h em placas de Kline. Um total de 85
componentes foram identificados nos OEs, sendo a maioria classificados como
monoterpenos oxigenados. Citrus aurantifolia, Cupressus sempervirens,
Eucalyptus globulus, Juniperus virginiana e Thymus vulgaris foram os mais
efetivos no controle de tricodinideos na menor dose testada (60 pl.I"t). Este estudo
fornece informacfGes fundamentais para o aprimoramento de tratamentos de

protozoarios de peixes utilizando OEs.

Palavras-chave: antiparasitarios, fitoterapicos, parasitos, tratamento

! Artigo escrito nas normas da revista Aquaculture
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Development of a methodology for evaluating the in vitro

antiparasitic activity of plant essential oils against trichodinids

Abstract

The use of essential oils (EOS) is an important strategy to reduce the use of
chemotherapy drugs in aquaculture due to their antibacterial, antiparasitic,
immunostimulant and growth-promoting effects. In this work we developed a
methodology for evaluating the antiparasitic activity (in vitro assay) of 13 EOs
against trichodinids from Nile tilapia (Oreochromis niloticus), as well as
determining their composition. The composition of the EOs was determined by gas
chromatography, the cytotoxicity through erythrocyte hemolysis and the
antiparasitic activity by exposing the trichodinids to the compounds for a period of
3 hin Kline plates. A total of 85 components were identified in EOs, the majority of
which were classified as oxygenated monoterpenes. Citrus aurantifolia, Cupressus
sempervirens, Eucalyptus globulus, Juniperus virginiana and Thymus vulgaris
were the most effective in controlling trichodinids at the lowest dose tested (60 pl.I
D). This study provides fundamental information for improving treatments of fish

protozoa using EOs.

Keywords: antiparasitic, herbal, parasites, treatment
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1. Introducéo

Atualmente, a maioria das espécies de peixes de interesse comercial sdo
produzidas de forma intensiva. Nesta forma de producédo ha a necessidade de um
constante acompanhamento das condigbes ambientais, nutricionais e sanitarias
para evitar grandes perdas por doencas. A tricodiniase € uma parasitose causada
por protozoarios ciliados que em grandes infestacfes causam lesdes significativas
nos peixes. Sua proliferacdo é acentuada na presenca de material em
decomposicdo e temperaturas elevadas (Marchiori e Martins, 2012).

As principais lesdes causadas pelos tricodinideos séo hiperplasia e
hipertrofia do epitélio lamelar (Abdelkhalek et al., 2018), necrose de tecido
branquial (Khallaf et al., 2020) e areas de succ¢do na superficie corporal (Valladao
et al.,, 2014; 2016a) que podem culminar na morte dos hospedeiros. Para evitar
grandes perdas por parasitismo, € comum o0 uso de antiparasitarios e
desinfetantes como formalina, permanganato de potassio, sulfato de cobre,
paration, ivermectina e diflubenzuron. Apesar da eficacia desses produtos, o uso
incorreto pode ocasionar problemas como a selecdo de organismos resistentes,
agressdo ao meio ambiente e ao homem devido ao acumulo de residuos

quimicos (Tavares-Dias, 2018).

Devido a essas condicdes, o estudo de fitoterapicos como alternativa para
tratamentos de enfermidades na piscicultura vem aumentando nos ultimos anos.
Dentre os fitoterapicos, destacam-se o0s Oleos essenciais (OEs) que sao
biodegradaveis e, devido a grande variedade de componentes quimicos, sdo
menos propensos a ocasionar bioacumulacdo propiciando a selecdo de

organismos resistentes (Kulkarni et al., 2013).

Para que um OE seja adotado como tratamento de alguma enfermidade,
diversas andlises sdo necessdarias como a validagdo com testes in vitro permitindo
o reconhecimento da existéncia de propriedades antiparasitarias do OE que esta
sendo estudado e ao mesmo tempo € necessaria a realizacdo da caracterizacao
para identificar os compostos bioativos presentes (Tavares-Dias, 2018). Apesar
da importancia dos testes in vitro para avaliar a atividade antiparasitaria dos

compostos, poucos séo os relatos deste tipo de estudo com tricodinideos.
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O numero de estudos in vitro envolvendo tricodinideos é reduzido. Couto et
al. (2014) avaliaram o efeito de Oncimum gratissimum contra tricodinideos de
tilapia-do-Nilo, enquanto Marzouk el al. (2018) testaram a eficacia de
Vaccium210® contra estes protozoarios em Sparus aurata. Estudos in vitro com
estes parasitos apresentam dificuldade de realizacédo devido o tempo reduzido de
sobrevivéncia fora do hospedeiro, a mobilidade elevada que os parasitos
apresentam e a grande capacidade de aderéncia nas extremidades ou paredes
dos recipientes comumente utilizados para este tipo de estudo.

Diante dessa situacdo, o presente estudo teve como objetivo investigar a
composicdo quimica, padronizar as condicbes para o estudo in vitro e avaliar os
efeitos antiparasitarios de 13 OEs de diferentes plantas contra tricodinideos de

tilapia-do-Nilo nas condicdes estabelecidas.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos adotados no estudo estdo de acordo com as
normas dos principios éticos em pesquisa animal do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal, os quais foram

aprovados sob o protocolo n® 5880/23.

2.1. Oleos essenciais € composi¢ao

Treze OEs extraidos de plantas e formol foram utilizados para o estudo
(Tabela 1). Os OEs utilizados foram adquiridos da empresa Phytoterapica® e
estocados nos frascos originais, fechados e protegidos de luz a 4-8°C até serem
usados nos testes e analisados. O formol utilizado foi adquirido da empresa
Sigma-Aldrich ® e armazenado conforme as instrugdes do fabricante.

A composicdo dos OEs foi determinada por analise de cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama usando equipamento Agilent HP
7820A e confirmada através de cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro
de massa usando o equipamento Shimadzu QP2010 ULTRA, conforme descrito
por Valladao et al., (2019).
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2.2. Atividade in vitro de 6leos essenciais contra Trichodina spp.
2.2.1. Obtencéao dos parasitos

Para o estudo, tilpias infestadas naturalmente com tricodinideos foram
capturadas e tiveram a superficie corporal raspada com lamina para microscopia.
O conteudo de muco contendo os parasitos foi acondicionado em frasco coletor
de 80ml e acrescido com agua do tanque em que 0s peixes estavam sendo

mantidos até atingir o volume de 50 ml e homogeneizado suavemente.

Para retirar o excesso de muco, o contetdo foi deixado em repouso por 5
minutos para a decantacdo, e em seguida, o sobrenadante que contem grande
parte dos tricodinideos vivos foi pipetado em outro frasco coletor e adicionado
adgua do tanque de criagcdo dos peixes para a diluicdo dos parasitos a 360
parasitos por mililitro. A quantificacdo inicial dos tricodinideos da solucdo foi
realizada em camara de Sedgewick Rafter sob microscopia Optica. Esta etapa foi
extremamente importante para que 0s parasitos ndao morressem devido ao

excesso de muco conforme verificado em teste piloto.

2.2.2. Preparo das solucdes

As solucdes estoques (10ml) foram solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO - Sigma-Aldrich®) e &gua deionizada. Devido a caracteristicas de
solubilidade de alguns OEs, apds teste visual, foi determinado o uso de volume de
DMSO correspondente a 6x o volume de OE em todas as concentracfes para
garantir a homogeneidade da solugcéo. As solugbes estoques foram preparadas
logo antes dos teste para evitar alteragbes na composicdo, sendo preparadas
solucdes estoques contendo 480pl.I%, 960 pl.It, 1920 pl.It e 3840 pl.It de OE e
2880 pl.I't, 5760 pl.It, 11520 pl.It e 23040 pl.I't de DMSO respectivamente.

Aléem das solucdes contendo OE e DMSO como solubilizante, também
foram preparadas solugbes de formol (Sigma-Aldrich®) nas concentracbes de
480ul.I"t, 960 pl.It, 1920 pl.It e 3840 pl.It para serem utilizadas como controles
positivos. Como controles negativos foram preparadas solugbes contendo
apenas DMSO nas concentragdes de 2880 pl.I", 5760 pl.I't, 11520 pl.I't e 23040

pllt.
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2.2.3. Exposicao de tricodinideos aos OEs

Com o auxilio de uma micropipeta, 70 ul da agua contendo os tricodinideos
(360 parasitos.ml?t) foram pipetados nos 12 pocos da placa de Kline, sendo 10

pocos destinados ao teste com as substancias e 2 po¢os de controle de placa.

Diversas placas foram utilizadas, sendo necessarios 208 pocos para os 13
OE em quatro concentracbes com quatro repeticdbes cada dose, enquanto 32
pocos foram utilizados para os dois controles (positivo com formol e negativo com
DMSO) também em quatro concentracdes com quatro repeticdes cada.

Uma visualizacao inicial dos tricodinideos foi realizada em todos os pocos
para verificar a presencga de parasitos mortos antes do inicio do teste, bem como
verificar a distribuicdo dos mesmos. Posteriormente, 10 pl de cada solucéo
estoque foram adicionadas em seus respectivos po¢cos completando um volume
de 80 pl, dessa forma, os tricodinideos foram expostos as concentracdes de 60
ul.I, 120 pll?, 240 pllt e 480 pl.It de OE ou formol enquanto as concentragées
finais de DMSO foram: 360 pl.I*t, 720 pl.I*%, 1440 pl.It e 2880 pl.I't. Para evitar a
evaporacao do conteudo durante a realizacdo do teste, as placas de Klein foram

vedadas utilizando plastico filme de PVC.

Todos os pocos foram analisados a cada 1 hora para a quantificagcdo dos
parasitos mortos, sendo 3h de exposi¢cdo o tempo maximo do estudo. O tempo
maximo de exposicdo foi estabelecido durante testes preliminares em que mais
de 80% dos tricodinideos permaneceram vivos por um periodo de 4h quando
mantidos somente na 4gua do tanque em que o hospedeiro estava. Esta etapa de
quantificacdo foi realizada em microscopio 6ptico com amplificacdo de 40x e
foram considerados mortos os parasitos que ndo apresentavam movimentac&o

ciliar ou com membrana rompida.

Devido a caracteristica de grande mobilidade dos parasitos durante o teste,
somente os parasitos mortos foram quantificados durante as avaliagbes, sendo
necessaria a quantificacdo do namero total de parasitos por poco apos o periodo
do teste. Dessa forma, para confirmar o numero de parasitos em cada poco, foi

adicionado um volume de 10 pl de formol puro ocasionando a morte de todos os
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tricodinideos permitindo a contagem dos mesmos e, estes valores foram
considerados como o total de parasitos expostos para o célculo percentual de

mortalidade a cada observacgao.

As placas em que houve mortalidade de tricodinideos superior a 20% nos
pocos de controle de placa (apenas agua do tanque) foram desconsideradas e 0

teste repetido.

2.3. Analise Estatistica

Os dados obtidos no teste de atividade antiparasitaria foram avaliados
utilizando o software estatistico Jamovi® 2.4.11. Devido a caracteristica nao
paramétrica dos dados, estes foram analisados pelo teste estatistico Log-rank,
utilizando a metodologia de comparacdo por pares. Os valores de p foram
corrigidos pela metodologia de Bonferroni e considerado nivel de significancia de
0,05. Os gréficos de mortalidade foram gerados utilizando o software GraphPad
Prism® 9.4.

3. Resultados
3.1. Composicao dos 6leos essenciais

Na analise de cromatografia gasosa foi possivel identificar 85 compostos
quimicos a partir dos OEs analisados, desses 14 eram monoterpenos
hidrocarbonetos, 35 monoterpenos  oxigenados, 25  sesquiterpenos
hidrocarbonetos e 11 sesquiterpenos oxigenados. A porcentagem de
componentes identificados em cada OE variou de 82,7% a 99,9% (Tabela 2). As
porcentagens mais baixas (1,7%) e mais altas (89,5%) de monoterpenos
hidrocarbonetos foram verificados em OEEC e OECA, respectivamente; enquanto
as porcentagens mais baixas (4,5%) e mais altas (96,2%) de monoterpenos
oxigenados foram verificadas em OECS e OEOB, respectivamente. Altos
percentuais de sesquiterpenos hidrocarbonetos foram verificados em OECO
(90,3%), EOJV (68,1%) e OEAV (20,5), enquanto altos percentuais de
sesquiterpenos oxigenados foram verificados apenas em OEJV (27,0%).

12
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Os principais componentes dos OEs identificados e sua maior porcentagem
observada foram 1,8-cineol (73,0% dentro do OEEG), acetato de linalila (35,9%
dentro do OECT), canfora (17,3% dentro do OEAV), cis-tujopseno (26,9% dentro
do OEJV), citronelal (64,4% dentro do OEEC), estragol (77,4% dentro do OEOB),
geraniol (34,7% dentro do OECN), limoneno (57,6% dentro do OECA), mentol
(41,8% dentro do OEMP), terpinen-4-ol (42,3% dentro do OEMA), timol (53,3%
dentro do OETV), a-pineno (52,5% dentro do OECS) e B-cariofileno (55,8% dentro
do OECO). Os componentes identificados mais predominantes foram limoneno,
mirceno e B-cariofileno (observados em 9 dos 13 OEs), a-terpineol (observado em
7 dos 13 OEs) e linalol, terpinoleno, a-pineno, B-pineno, p-cimeno e y-terpineno

(observados em 6 dos 13 OEs).

3.2 Atividade in vitro de 6leos essenciais contra Trichodina spp.

Em todas as doses testadas foi observada a mortalidade de 100% dos
tricodinideos apds o periodo de trés horas de exposicdo ao controle positivo
(formol) enquanto nos testes com DMSO foi observada niveis reduzidos de
mortalidade, sendo o maior percentual de mortalidade observada na dose de
2880 pl.I't com um total de 21,05% de tricodinideos mortos apés as trés horas
(Figura 1).

Todos os OEs testados ocasionaram a mortalidade de 100% dos
tricodinideos nas doses de 480 pl.I't. Na dose de 240 pl.I* foi possivel verificar
uma menor efetividade de OECT, OEAV, OEMA e OEMP no controle deste
parasito em tempos reduzidos. Mesmo com o aumento da efetividade com o
avancar do tempo, a mortalidade dos tricodinideos por um periodo de trés horas

manteve-se menor do que os demais OEs testados.

Com a reducéo da concentracdo para 120 pl.I foi possivel verificar melhor
a diferenca entre os OEs testados. Niveis de mortalidade superior a 80% foram
verificados nos tratamentos com OECA, OECO, OECS, OEEC, OEEG, OEJV,
OEOB e OETV. Os menores niveis de mortalidade apos decorridas trés horas de
exposicdo foram observados nos tratamentos com OEAV e OECT, ocasionando

morte de apenas 15,11% e 15,77% dos parasitos, respectivamente.

Baixos niveis de mortalidade de tricodinideos foram observados nos
tratamentos com OEAV (14,65%), OECT (13,97%), OEMA (19,36%) e OEMP
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(17,60%) na dose de 60 pl.I't com trés horas de exposi¢éo. Ao reduzir a dose para
60 pl.I't foi possivel observar melhor a dependéncia do tempo de duragdo da
exposicdo com as taxas de mortalidades. Com uma hora de exposicao foi
possivel observar taxas de mortalidade de parasitos nos tratamentos com OECA
e OECS acima do controle positivo (formol), podendo ser um indicativo de maior
eficiéncia destes OEs em tratamentos de tricodinideos. Apds trés horas de
exposicdo apenas cinco dos 0leos testados apresentaram niveis de mortalidade
superior a 75%, sendo eles: OECA, OECS, OEEG, OEJV e OETV.

(O DMSO 2880Lk1 (b)
@ OEAV 480yL1-1 (a)
@ OECA 480ul.1-1 (a)
OECN 480pLI-1 (a)
OECO 480ylLI-1 (a)
OECS 480yl.-1 (a)
@ OECT 480ull-1 (a)
OEEC 480l.1-1 (a)
OEEG 480pLI-1 (a)
@ OEJv 480pl.1-1 (a)
@ OEMA 480plI-1 (a)
OEMP 480ylLI-1 (a)
OEOB 480yl.1-1 (a)
@ OETV 480ulk1 (a)
@ Formol 480411 (a)

Mortalidade (%)

Tempo (h)
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DMSO 1440yl.-1 (e)
OEAV 2404111 (b)
OECA 240yl.-1 (a)
OECN 240pl.I-1 (a)
OECO 240pl.-1 (a)
OECS 240pl.l-1 (a)
OECT 240pLI-1 (d)
OEEC 240ul.1-1 (a)
OEEG 240pl.I-1 (a)
OEJV 240yll-1 (a)
OEMA 2401.1-1 (bc)
OEMP 240411 (c)
OEOB 240pl.-1 (a)
OETV 2404l.I-1 (a)
Formol 240pl.1-1 (a)

DMSO 720pl.1-1 (@)
OEAV 120pL1-1 (f)
OECA 120ul-1 (a)
OECN 120ul.l-1 (e)
OECQ 120pl.1-1 (b)
OECS 120pl.1-1 (a)
OECT 120pLI-1 (f)
OEEC 120pLI-1 (c)
OEEG 120yl.l-1 (be)
OEJV 120uLI-1 (a)
OEMA 120pL.1-1 (d)
OEMP 120pLI-1 (d)
OEOB 120ul.1-1 (c)
OETV 1201 (a)
Formol 120uLI-1 (a)
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DMSO 360ul.l-1 (i)
OEAV 60ylLl-1 (h)
OECA 60pll-1 (a)
OECN 60ul.I-1 (g)
OECO 60ull-1 (d)
OECS 60uLl-1 (a)
@ OECT 60ull-1 (h)
OEEC 60ul.-1 (f)
OEEG 60pl.I-1 (d)
OEJV 60pl.1-1 (d)
OEMA 60ul.-1 (gh)
OEMP 60ul.l-1 (h)
OEOB 60pl.I-1 (e)
OETV 60ulLl-1 (c)
Formol 60ulI-1 (b)

L X O

Mortalidade (%)

L X

Tempo (h)

Figura 1. Efeito antiparasitario de 13 Oleos essenciais (Artemisia vulgaris-OEAV, Citrus
aurantifolia-OECA, Cymbopogon nardus-OECN, Copaifera officinalis-OECO, Cupressus
sempervirens-OECS, Citrus aurantium-OECT, Eucalyptus citriodora-OEEC, Eucalyptus globulus-
OEEG, Juniperus virginiana-OEJV, Melaleuca alternifolia-OEMA, Mentha piperita-OEMP,
Oncimum basilicum-OEOB e Thymus vulgaris-OETV) contra tricodinideos em diferentes doses
(60, 120, 240 e 480 pl.I'Y) e tempos (1, 2 e 3h) de exposi¢do. Letras minusculas diferentes indicam
diferenca nos niveis de mortalidade (p<0,05).

4. Discussao

Estudos de atividades antiparasitarias de compostos contra tricodinideos
geralmente sao realizados in vivo (Abd El Galil e Aboelhadid, 2012; El Deen e
Razin, 2010; Aly et al.,, 2020; Valladdo et al., 2016a; Naas et al., 2024),
necessitando nesse caso da exposicdo dos hospedeiros aos compostos. Dessa
forma, tornando-se uma andlise em que poucos compostos e doses sao testados
concomitantemente, elevando os custos pela necessidade de uma estrutura mais
robusta, ser necessario um tempo maior para a obtencdo de resultados e
aumentando 0 numero de animais usados, caracteristicas que podem ser

evitadas com a utilizagéo dos testes in vitro (Tavares-Dias, 2018).

Relatos da utilizac&o de testes in vitro para avaliar atividade antiparasitaria

contra tricodinideos sdo escassos. Couto et al (2014) avaliaram o efeito in vitro do
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OE de Oncimum gratissimum contra tricodinideos usando lamelas branquiais
parasitadas para a realizacdo do teste, mostrando a capacidade de utilizacédo
deste tipo de experimento para selecionar compostos antes da utilizagdo em
testes in vivo. Marzouk et al. (2018) também demonstraram a capacidade da
observacdo de efeitos antiparasitarios de uma preparacdo comercial de extratos
vegetais (Vaccium210) contra tricodinideos utilizando teste in vitro com curto
periodo de exposicao (1h). Neste teste foram empregadas placas de 96 pocos e
fundo chato que dificultam a observacao dos parasitos.

Diversas sdo as metodologias utilizadas para a avaliacdo in vitro de
parasiticidas contra protozoarios em peixes. A maioria dos trabalhos disponiveis
na literatura sdo testados contra Ichthyophthirius multifilis e adotam diversos tipos
de recipientes para o estudo que apresentam parede reta como microplacas de
24 pocos (Xu et al., 2016; Ji-Hong et al., 2017; Huang et al., 2022) e microplacas
de 96 pocos (Valladao et al., 2016b; Xu et al., 2016; Alavinia et al., 2018, Huang
et al., 2022).

Devido a grande capacidade de fixacdo dos tricodinideos a superficies
verticais, a utilizacéo de placas de petri, microplacas de cultivo ou titulacédo (6, 12,
24 e 96 pocos) independentemente do tipo de fundo, dificultam a realizagdo do
teste por permitir a fixacdo dos mesmos na parede do recipiente onde
permanecem mesmo apos a morte, impossibilitando a quantificacdo dos parasitos
sob microscopia Optica ou estereomicroscopio. Desta forma, recipientes que
apresentam as paredes menos verticalizadas como laminas escavadas e placa de
Kline permitem uma melhor visualizacdo e andlise dos parasitos mesmo que néo

estejam no fundo dos pocos.

Entretanto, apesar da observacdo dos parasitos ser facilitada em
recipientes com paredes menos verticalizadas, a alta mobilidade dos tricodinideos
quando em suspensdao dificulta a quantificagdo de individuos na realizacdo do
teste. Nesta situacdo € necessaria a quantificacdo apenas dos protozoarios
mortos, sendo verificada pela auséncia de deslocamento na soluc¢do, auséncia de
movimentos ciliares e rompimento da membrana celular permanecendo o disco
adesivo com no fundo dos poc¢os. Ao final do periodo de exposicdo, os parasitos

que permanecerem vivos deverdo ser mortos por algum composto

17
Caunesp



Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientadora — Dra. Fabiana Pilarski

conhecidamente toxico aos tricodinideos e os individuos entdo contados para

estimar a atividade parasitaria do composto testado.

Como controle positivo e composto para matar os parasitos no final do
periodo de teste foi utilizado o formol. Este composto € utilizado no controle de
tricodinideos em diversas regides e diversos paises, sendo este o Unico produto
quimico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de
ectoparasitos de peixes para consumo (Smith e Schwarz, 2019). Aly et al. (2020)
comparando a eficacia de formol, permanganato de potassio, azul de metileno e
cloreto de sodio no controle de tricodinideos e monogenéticos, verificaram que o
formol na dosagem de 25ppm apresentou melhor eficacia que os demais, além de
ser uma dose segura para larvas de tilapia-do-Nilo.

O efeito antiparasitario verificado no estudo in vitro demonstrou ser
dose/tempo dependentes. Diversos Oleos apresentaram atividade contra
tricodinideos, entretanto, OECA, OECS, OEEG, OEJV e OETV destacaram-se
apresentando altas taxas de mortalidades dos parasitos na menor dose testada
(60ul.I'Y), evidenciando um potencial para serem utilizados como substitutos aos

quimioterapicos.

Neste estudo foi verificado pouca similaridade na composicdo dos OEs das
diferentes plantas. Segundo Wang et al., (2014) a composi¢cdo quimica dos OEs
varia de acordo com diversos fatores como as caracteristicas da planta (clima,
cultivares, idade, localizacéo, temperatura e reguladores de crescimento) além da
forma de obtencéo do produto (parte da planta, secagem, método de extracéo,

condi¢cbes da destilacdo e armazenamento).

De acordo com Costa et al. (2020) devido a grande variabilidade que pode
ocorrer na composicdo dos OEs, devemos considerar 0Ss seus principais
compostos pois os efeitos sinérgicos podem contribuir para melhorar a eficacia
antiparasitaria. A canfora foi o componente majoritario na composicdo do OEAV
(17,3%) seguido por 1,8-cineol e limoneno (ambos com 14,2%) em contraste com
0S principais componentes descritos na literatura como 16,76% 1,8-cineol,
11,94% canfora e 9,41% isopulegol verificado por Munda et al. (2019) e 37,45%
cariofileno, 16,17% Germacreno-D e 13,66% Humuleno descrito por Malik et al.,
(2019).
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Similaridade com a composicdo quimica descrita na literatura foi observada
no OECA (Spadaro et al., 2012; Lin, et al., 2019), OECO (Silva et al., 2019; Lima
et al., 2021; Monteschio et al., 2021), OECS (Argui et al., 2021; Akermi et al.,
2022), OECN (Pontes et al., 2018; Kaur, et al., 2021), OEEC (Araujo-Filho et al.,
2019; Insuan e Chahomchuen, 2020), OEEG (Vieira et al., 2017; Vivekanandhan
et al., 2020), OEJV (Zhang, Yao, 2018; Santos et al., 2021), OEMA (Elmi et al.,
2019; Borotova et al., 2022), OEMP (Machiane et al., 2018; Rosato et al., 2018),
OEOB (Sharafati-Chaleshtori et al., 2018; Tran et al., 2018) e OETV (Valladao et
al., 2019; Galavicova et al., 2021). Enquanto OECT apresentou como principais
constituintes acetato de linanila (35,9%), linalol (16,5%) e Limoneno (13,7%), na
literatura sdo verificados constituintes e proporcdes diferentes do presente estudo
(Zarrad et al., 2015; Nidhi et al., 2020; Badalamenti et al., 2022).

Dentre os OEs testados, OECS apresentou alta efetividade contra
tricodinideos em todas as doses analisadas in vitro representando um potencial
uso do fitoterapico no controle da enfermidade causada por estes protozoarios na
piscicultura. Diversos trabalhos tém relatado o efeito antimicrobiano apresentado
por este OE contra diversas espécies (Boukhris et al., 2012; Selim et al., 2014,
Argui et al., 2021; Akermi et al., 2022), entretanto, poucos estudos exploram o seu
potencial antiparasitario, sendo o efeito antileishimania descrito por alguns
autores (Al-Snafi, 2016; Rguez et al., 2019).

O OECA também ocasionou mortalidade de 100% dos tricodinideos nas
doses testadas evidenciando um potencial efeito antiparasitario. Os beneficios
obtidos com o uso de extratos, 6leos essenciais e até mesmo partes da planta
Citrus aurantifolia na aquicultura sao descritos por diversos autores, destacando
principalmente os efeitos antibacterianos (Ali et al., 2014; Pathirana et al., 2018),
no crescimento (Totou et al., 2018) e na saude dos peixes (Totou et al., 2018;
Sadeghi et al., 2021). Pathirana et al. (2018) avaliou a atividade antibacteriana de
OECA com composi¢cdo similar ao presente estudo contra diversas bactérias
patogénicas e verificou serem necessarias doses de 0,125 a 1% deste composto
como concentracdo minima bactericida (MBC), enquanto, no presente estudo

atividade antiparasitaria foi verificada na dose de 60ul.l* (0,006%).
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Atividade antibacteriana (Roomiani et al., 2013; Park et al., 2016;
Gholipourkanani et al., 2019), efeito anestésico ou sedativo (Silva et al., 2021;
Yigit et al., 2022) efeito no crescimento (Ghiassi et al., 2022; Nurudeen et al.,
2022) e na saude dos peixes (Ghiassi et al., 2022; Nurudeen et al., 2022) j& foram
descritas para OEEG, demonstrando ser um composto com grande potencial
devido possibilidade de usos diversos na aquicultura. Por outro lado, poucos sao
os estudos de OEJV relacionados a aquicultura. Compostos extraidos a partir de
plantas do género Juniperus séo relatados apresentando efeitos anti-mosquito,
com efeitos larvicida e adulticida (Vourlioti-Arapi et al., 2012; Giatropoulos et al.,
2013; Tong e Bloomquist, 2013; Evergetis et al., 2016; Tahghighi et al., 2019;
Ersino et al., 2020; Yohana et al., 2022).

Diversos estudos estdo disponiveis na literatura sobre o uso de OETV na
aquicultura, evidenciando a grande variabilidade dos possiveis usos. Dentre os
usos descritos destacam-se atividade antibacteriana (Azad et al., 2014; Kacaniova
et al., 2017; Tural et al., 2019), antifangica (Nardoni et al., 2019), antiparasitaria
(Salaro et al., 2018) anestésica (Azad et al., 2014), efeito na saude de peixes
(Azad et al., 2014; Valladao et al., 2019; Zargar et al., 2019; Ghafarifarsani et al.,
2022), efeito no crescimento de peixes (Zargar et al., 2019; Ghafarifarsani et al.,
2022) e resisténcia a infecgcbes bacterianas (Zargar et al., 2019; Ghafarifarsani et
al., 2022).

A partir do teste in vitro da atividade antiparasitaria contra tricodinideos foi
possivel selecionar OEs que apresentam potencial uso como antiparasitario
dentre um elevado numero de Oleos, utilizando poucos animais e ainda
enriguecendo informacBes sobre estes componentes na literatura cientifica.
Sendo esta a primeira etapa para o desenvolvimento de tratamento eficiente
contra protozodrios utilizando estes compostos naturais, devendo ser testados

posteriormente, quanto a toxicidade e a eficacia de tratamento in vivo.

5. Concluséao

O efeito antiparasitario dos 6leos testados contra tricodinideos demonstrou-

se dose/tempo dependentes, sendo que, dentre os 13 6leos essenciais avaliados,
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Citrus aurantifolia, Cupressus sempervirens, Eucalyptus globulus, Juniperus
virginiana e Thymus vulgaris foram o0s que apresentaram maior efeito
antiparasitario contra tricodinideos no teste in vitro, mostrando-se promissores no
controle destes protozoarios em ambientes de criagdo sendo uma possivel

alternativa ao uso dos quimioterapicos utilizados atualmente.
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Tabelal. Identificacdo e caracteristicas dos 0leos essenciais avaliados.

o Nome comum . .
Nome Cientifico L Forma de extracdo Origem
Abreviacao

Artemisia Destilagcéo a vapor

Artemisia vulgaris Marrocos
OEAV da planta
. o Lim&o-Tabhiti Prensagem da .
Citrus aurantifolia Brasil
OECA casca

_ Destilac&o a vapor
Laranja amarga

Citrus aurantium de folhas e galhos
OECT
verdes
_ S Copaiba Destilac&o a vapor _
Copaiba officinalis _ Brasil
OECO da Resina

Destilacéo a vapor

. Cipreste .
Cupressus sempervirens de folhas e galhos India
OECS
novos
Citronela Destilacéo a vapor .
Cymbopogon nardus Brasil
OECN da planta
Eucalipto L
o o Destilac&o a vapor _
Eucalyptus citriodora citriodora Brasil
de folhas
OEEC
Eucalipto Destilacéo a vapor _
Eucalyptus globulus Brasil
OEEG de folhas
_ o Cedro Destilagéo a vapor
Juniperus virginiana _ USA
OEJV da madeira
- Melaleuca Destilacéo a vapor .
Melaleuca alternifolia Australia
OEMA de folhas
Mentha piperita Hortela-pimenta Destilacdo a vapor india
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OEMP
. o Manjericdo
Ocimum basisicum
OEOB
) Tomilho
Thymus vulgaris
OETV
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de folhas

Destilac&o a vapor

de folhas

Destilacéo a vapor
da planta

india

india

--- Origem n&o informada.
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Tabela 2. Composicéo quimica dos 6leos essenciais de plantas usados no estudo obtida por anélise de GC—FID

Grupo Quimico Componentes (%) Oleo Essencial?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Monoterpenos Hidrocarbonetos

E-B-Ocimeno - - 1,4 - - - - - - - 1,7 - -
Canfeno 19 - - - - - - - - - - - 07
Limoneno 14,2 57,6 13,7 - 4,7 - 1,3 12,1 - 19 05 - 0,8
Mirceno 05 14 39 - 19 22 04 05 - 08 - - 16
p-Cimeno 08 33 - - 0,7 - - 44 - 36 - - 208
Sabineno - 1,7 - - 08 - - - - - - - -
Terpinoleno 0,6 06 - - 22 - - 02 - 32 02 - -
a-Felandreno 05 - - - - - - 18 - - - - -
a-Pineno 1.6 20 - - 525 - - 41 - 26 - - 04
a-Terpineno - - - - - - - - - 85 - - -
a-Tujeno - 05 - - 05 - - 01 - 09 - - -
B-Pineno 1,1 109 84 - 22 - - 19 - 07 - - -
y-Terpineno 16 115 - - 0,4 - - 0,7 - 194 0,6 - -
0-3-Careno - - - - 20,2 - - - - - - - -

Monoterpenos Oxigenados

Alcool Carveol - - - - - - - - - - - 05 -
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Tabela 2. Continuacao
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Grupo Quimico Componentes (%)

Oleo Essencial?

1 2 3 5 6 7 8 10 11 12 13
Citronelol - - - - 109 7,2 - - - - -
Dehidrocarveol - - - - - - - - - - 1.2
Geraniol - - - - 34,7 - - - - - -
Hidrato de Cis-
Sabineno _ ) ) ) ) ) ) ) - 02 -
Isoborneol - - - - 14 1,6 - - - - -
Isopulegol - - - - - 04 02 - - - -
Levomentol - - - - - - - - 52 - -
Linalol 29 - 165 - 12 - - - 15 16,9 8,0
Mentol - - - - - - - - 418 - -
Neoisomentol - - - - - - - - 19 - -
Terpinen-4-ol - - - 10 - - - 423 - - -
a-Terpineol 81 - 39 04 - - - 32 12 0,2 16
B-Terpineol - - - - - - - 03 - - -
Aldeido Citronelal - - - - 248 64,4 - - - - -
Geranial - 2,1 - - 6,1 - - - - - -
Neral - 1,3 - - 4.6 - - - - - -
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Tabela 2. Continuacao
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Grupo Quimico Componentes (%)

Oleo Essencial?

1

2

10

11

12

13

Esteres

Eteres

Cetonas

Oxidos

Fenodis

Acetato de Bornila
Acetato de Citronelila
Acetato de Geranila
Acetato de Linalila
Acetato de Mentila
Acetato de Nerila
Acetato de Terpinila
Anetol

Estragol

Canfora
Isomentona
Mentona

Piperitona
Pulegona
1,8-Cineol
Carvacrol

Eugenol

0,4
73,0

8,7
18,7
0,2

77,4

29 35 03
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Tabela 2. Continuacao

Grupo Quimico Componentes (%) Oleo Essencial?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Timol - - - - - - - - - - - - 53,3

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos

Alloaromadendreno - - - - - - - - - 08 - - -
Aromadendreno 21 14 - - - - - - - 19 - - -
Chamigreno - - - - - - - - 16 - - - -
Cis-Tujopseno - - - - - - - - 269 - - - -
Cupareno - - - - - - - - 12 - - - -
Germacreno D - - - 120 - - - - - - 10 - -
Longipineno - - - - - - - - 16 - - - -
a-Bergamoteno - - - 1,2 - - - - - - - 0,2

a-Cadineno - - - - - - - - - 03 - - -
a-Cariofileno - - - 80 - - - - - - 04 - -
a-Cedreno - - - - - - - - 26,3 - - - -
a-Copaeno - - - 5,2 - - - - 0,5 - - - -
a-Cubebeno - - - 06
a-Gurjuneno - - - - 06 - - - - 05 - 05 -

a-Himacaleno 27 - - - - - - - - - - - -
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Tabela 2. Continuacao

Grupo Quimico Componentes (%) Oleo Essencial?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

a-Muuroleno - - - 31 - - - - - - - 01 -
B-Cariofileno 84 - 92 558 04 16 05 - - 05 13 04 -
B-Cedreno - - - - - - - - 6,1 - - - -
B-Elemeno - - - 13 - - - - 06 - - - -
B-Guaieno - - - - - - - - - 18 - - -
B-Himacaleno 73 - - - - - - - 33 - - - -
y-Cadineno - 19 - - - - - - - - - - -
y-Muuroleno - - - - - 13 - - - 05 - - -
0-Cadineno - - - 1,7 - - - 06 - 19 03 - -
0-Elemeno - - - 14 - - - - - - - - -

Sesquiterpenos Oxigenados

Alcool Cedrol - - - - 27 - - - 258 - - - -
Espatulenol - - - - - 06 - - - - - - -
Isocedranol - - - - - - - - 0,5 - - - -
Nerolidol - - - - - - - - - - - 16 -
Viridiflorol - - - 10 - - - - - - - - -
Widdrol - - - - - - - - 07 - - - -
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12

13

Grupo Quimico Componentes (%) Oleo Essencial?
1 2 3
Esteres a-Turmerona 19 - -
B-Turmerona 1,8 - -
Eteres Epoxido Bisaboleno 35 - -
Mentofurano - - -
Oxidos Oxido de B-Cariofileno - - -

Componentes identificados (%)

93,0 97,4 97,1 91,3 94,3 94,1 82,7 99,9 95,1 98,8 94,7 99,0 97,3

Monoterpenos Hidrocarbonetos (%) 22,8 895 274 0,0 86,1 22 1,7 258 0,0 416 30 0,0 243

Monoterpenos Oxigenados (%)

425 46 605 00 45 884 805 735 0,0 48,7 88,3 96,2 73,0

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos (%) 205 33 92 903 10 29 05 06 681 82 30 12 0,0

Sesquiterpenos Oxigenados (%)

72 00 00 10 2,7 06 00 00 270 03 04 16 0,0

%0leos Essenciais: 1- Artemisia - Artemisia vulgaris (OEAV), 2- Lim&o Tahiti Citrus aurantifolia (OECA), 3- Petitgrain Citrus aurantium
(OECT), 4- Copaiba Copaifera officinalis (OECO), 5- Cipreste Cupressus sempervirens (OECS), 6- Citronela Cymbopogon nardus (OECN), 7-
Eucalipto Citriodora Eucalyptus citriodora (OEEC), 8- Eucalipto Eucalyptus globulus (OEEG), 9- Cedro Juniperus virginiana (EOJV), 10-
Melaleuca Melaleuca alternifolia (OEMA), 11- Horteld Pimenta Mentha piperita (OEMP), 12- Manjericdo Ocimum basilicum (OEOB), and 13-

Tomilho Thymus vulgaris (OETV).
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MANUSCRITO I

Toxicidade de Oleos essenciais em peixes e eficacia de 0Oleo
essencial de Eucalyptus globulus contra tricodinideos em tilapia-
do-Nilo

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade dos 0leos essenciais de
Citrus aurantifolia (OECA), Cupressus sempervirens (OECS), Eucalyptus globulus
(OEEG), Juniperus virginiana (OEJV) e Thymus vulgaris (OETV) pelo efeito
citotdéxico contra eritrécitos de tildpia-do-Nilo, avaliar os efeitos embriotdxicos de
OECA, OECS, OEEG e OETV em zebrafish, além da avaliacdo da eficacia de
OEEG no controle de tricodinideos de juvenis de tildpia-do Nilo. No teste de
citotoxicidade néo foi observada hemolise nas doses de 60 e 120 pl.I"t, enquanto
na dose 480 pl.I'' todos 6leos essenciais testados causaram hemodlise sendo
OEEG menos citotoxico com 2,33% de lise de eritrocitos e OEJV o mais toxico
com 25,41%. No teste de embriotoxicidade observou-se efeitos téxicos e
teratogénicos nos embrides expostos a OECA, OECS e OETV, entretanto, a
exposicdo de embribes de zebrafish a OEEG ndo demonstrou toxicidade em
nenhuma dose testada. O tratamento de juvenis de tilapia-do-Nilo contra
tricodinideos com OEEG apresentou eficicia entre 68,3 e 73,9% nas doses de 60
e 80 ul.lI! respectivamente, sendo este um uso promissor deste composto na

aquicultura.

Palavras-chave: hemolise, embrido, 1,8 cineol, tratamento
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Toxicity of essential oils in fish and efficacy of Eucalyptus

globulus essential oil against trichodinids in Nile tilapia

Abstract

The present study aimed to evaluate the toxicity of the essential oils of Citrus
aurantifolia (OECA), Cupressus sempervirens (OECS), Eucalyptus globulus
(OEEG), Juniperus virginiana (OEJV) and Thymus vulgaris (OETV) for their
cytotoxic effect against Nile tilapia erythrocytes, to evaluate the embryotoxic
effects of OECA, OECS, OEEG and OETV in zebrafish, in addition to evaluating
the effectiveness of OEEG in controlling trichodinids in Nile tilapia juveniles. In the
cytotoxicity test, hemolysis was not observed at doses of 60 and 120 pl.I", while at
dose 480 pl.I*t all essential oils tested caused hemolysis, with OEEG being less
cytotoxic with 2.33% lysis of erythrocytes and OEJV the most toxic with 25.41%. In
the embryotoxicity test, toxic and teratogenic effects were observed in embryos
exposed to OECA, OECS and OETV, however, exposure of zebrafish embryos to
OEEG did not demonstrate toxicity at any dose tested. The treatment of Nile tilapia
juveniles against trichodinids with OEEG showed efficacy between 68.3 and

73.9%, which is a promising use of this compound in aquaculture.

Keywords: hemolysis, embryo, 1,8 cineole, treatment

42
Caunesp



Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientador — Dra. Fabiana Pilarski

1 Introducéo

A producado de peixes no Brasil apresenta diferentes niveis de tecnologia,
sendo a Oreochromis niloticus a espécie mais produzida. Atualmente, além da
expansdo da atividade aquicola, a producdo nacional de espécies estabelecidas
como a tilapia-do-Nilo esta avancando para etapa de refinamento da producéo,
permitindo a adocdo de tecnologias que propiciem o aumento da produtividade
além da reducdo de perdas, sendo que, a ocorréncia de enfermidades
bacterianas ou parasitarias representam uma grande fonte de perdas (Leira et al.,
2017).

Dentre as enfermidades parasitarias, a tricodiniase destaca-se
principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento ocasionando grandes
perdas na larvicultura e alevinagem de peixes (Valladao et al., 2016; Abdelkhalek
et al., 2018), além de infestar animais adultos (Zago et al., 2014; Jerénimo et al.,
2020).

Atualmente, no Brasil, 0 nimero de produtos registrados para 0 uso no
controle de enfermidades parasitarias em peixes € reduzido (SIPEAGRO, 2023),
sendo entdo necessaria a realizacao de estudos para a descoberta e/ou validacdo
de compostos seguros para serem empregados em producbes comerciais.
Diversas caracteristicas devem ser preconizadas ao adotar um composto para o
tratamento em ambientes aquaticos, sendo elas: ndo apresentar dano ao tecido
do animal tratado, apresentar degradacao rapida, ndo deixar residuo no ambiente
ou no animal tratado, ndo influenciar na qualidade da agua, ndo oferecer riscos a
humanos e animais, apresentar baixo custo e ser de facil aplicagdo (Martins,
2004). Nesse sentido, a utilizacdo de Oleos essenciais de plantas pode ser
vantajosa por poder atender algumas caracteristicas importantes para seu uso.

Antes da escolha de qualquer composto para a avaliacdo na efetividade no
controle de agentes patogénicos, deve-se levar em consideracdo a interacdo do
produto com o hospedeiro devendo ser realizados testes para elucidar a
toxicidade. Os testes de toxicidade podem ser por avaliagbes agudas,
subcrdnicas e cronicas por 24 a 96 horas (Tavares-Dias, 2018). Geralmente em
testes de toxicidade aguda sdo necessarios um elevado nimero de peixes jovens
e/ou adultos, principalmente se varias moléculas forem avaliadas. Dessa forma a

realizacdo de triagem por outros testes toxicologicos como citotoxicidade e
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embriotoxicidade podem ser interessantes para a reducdo do numero de animais
utilizados (Rufli e Springer, 2011), além da reducé&o de custos e tempo.

Por fim, a elucidacdo da eficacia do produto contra os parasitos no seu
hospedeiro torna-se a principal etapa a ser realizada, pois, neste tipo de avaliagao
€ que podemos obter resultados que evidenciem ou ndo a capacidade
antiparasitaria do composto e as condi¢cfes que devem ser adotadas em sistemas
de criacdo (Tavares-Dias, 2018).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade dos
Oleos essenciais de Citrus aurantifolia (OECA), Cupressus sempervirens (OECS),
Eucalyptus globulus (OEEG), Juniperus virginiana (OEJV) e Thymus vulgaris
(OETV) através da citotoxicidade contra eritrocitos de tildpia-do-Nilo, avaliar os
efeitos embriotoxicos de OECA, OECS, OEEG e OETV em zebrafish, além da
avaliacao da eficacia do OEEG no controle de tricodinideos de juvenis de tilapia-
do Nilo.

2 Material e Métodos

Todos os procedimentos adotados no estudo estdo de acordo com as
normas dos principios éticos em pesquisa animal do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal, os quais foram
aprovados sob o protocolo n® 5880/23.

Os cinco oleos essenciais usados nos experimentos foram adquiridos da
empresa Phytoterapica®, sendo as caracteristicas dos mesmos descritos na
Tabela 1.

2.1 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade consistiu na avaliacdo da atividade hemolitica dos
Oleos essenciais Citrus aurantifolia (OECA), Cupressus sempervirens (OECS),
Eucalyptus globulus (OEEG), Juniperus virginiana (OEJV) e Thymus vulgaris
(OETV) contra eritrocitos de tilapia-do-Nilo. Foi utilizado tampéo fosfato salino
(PBS, pH 7,4) como controle negativo e solugcdo de Triton X-100 1% como
controle positivo conforme descrito por Ahmad et al. (2010).
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Tabela 1. Identificacdo e caracteristicas dos 0leos essenciais usados no experimento

Nome Cientifico Nome comum Formade extracio ~ Origem Densidade Principais componentes
Abreviacéo
- . Limoneno (57,6%), y-Terpineno (11,5%)
Citrus aurantifolia Lima&o-Tahiti Brasil 0,864
OECA Prensagem da casca ¢ B-Pineno (10,9%)
_ . - . a-Pineno (52,5%), 6-3-Careno (20,2%)
Cupressus sempervirens Cipreste Destilacdo avaporde  fjndia 0,860 _
OECS folhas e galhos novos e Limoneno (4,7%)
i ilaca _ 1,8-Cineol (73,0%), Limoneno (12,1%)
Eucalyptus globulus Eucalipto Destilacdo avaporde  pBrasii 0,912 _
OEEG folhas ¢ p-Cimeno (4,4%)
S Cis-Thujopseno (26,9%), a-Cedreno (26,3%
Juniperus virginiana Cedro Destilagao a vapor da USA 0,958 1P ( ° ( )
OEJV madeira e Cedrol (25,8%)
: N 0
Thymus vulgaris Tomilho Destilagéo a vapor da india 0,909 Timol (53,3%), p-Cimeno (20,8%)
OETV planta e Carvacrol (8,9%)
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Para esta andlise, o sangue foi coletado de seis juvenis de tilapia-do-Nilo
saudaveis com auxilio de seringa com heparina. Os eritrécitos foram lavados trés
vezes por centrifugacdo (500x g por 5 minutos a 4°C) com PBS. Em seguida foi
preparada uma solucédo contendo 1% de eritrécitos (v/v) em suspencdo com PBS.
Microtubos do tipo eppendorf de 1,5 ml contendo suspencéo de eritrocitos a 1% e
as diferentes concentracoes de 6leo essencial (60, 120, 240 e 480 pl.I'') ou
solugdo controle (controle de solvente DMSO a 360, 720, 1440 e 2880 ul.I?,
controle negativo com PBS ou controle positivo com 1% de Triton X-100) foram
incubadas por 1 hora a 37 °C, seguida por centrifugacéo a 500x g por 5 minutos a
4°C. Aliquotas de 100 pl de sobrenadante foram transferidas para microplacas de
96 pocos e a absorbancia das amostras a 540 nm foi determinada. Todas as

concentragdes foram analisadas em sextuplicata.

Para cada concentracdo de OE analisada foram calculados os percentuais

de lise de eritrécitos pela formula % Lise = % x 100 onde Aeo, Apss e At
T—4PBS

representam absorbancias das amostras, PBS e Triton X-100 respectivamente.
2.2 Teste de embriotoxicidade

2.2.1 Obtencéo dos embrides de Zebrafish

Os embrides de Zebrafish (Danio rerio) utilizados no teste foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos. As matrizes para
obtencédo de embrides sdo mantidas separadas por sexo em aquarios a 28°C, pH
7,0, em fotoperiodo 14 h luz: 10 h escuro e alimentadas com racdo Gemma®
duas vezes ao dia. Para obtencdo dos embrides, as matrizes foram selecionadas
por caracteristicas fenotipicas que evidenciam a capacidade de reproducédo como
o ventre abaulado das fémeas e a coloracdo amarelada evidente no ventre e
nadadeiras peitorais nos machos. Os animais selecionados para reproducao
foram mantidos juntos em um aquario durante a noite na proporcédo de 2 machos
para 1 fémea e os embrides coletados pela manh& 10 minutos apds a fertilizacéo
(mpf). Para verificar a qualidade e integridade dos embrides, 0s mesmos
passaram por analise sob microscopio oOptico invertido 60 mpf, sendo entédo
selecionados para a realizacéo do teste quando a taxa de fertilizacdo superior a

90% foi verificada.
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2.2.2 Preparo das solucdes testadas

Foram utilizados os 0Oleos essenciais de Citrus aurantifolia (OECA),
Cupressus sempervirens (OECS), Eucalyptus globulus (OEEG) e Thymus vulgaris
(OETV). Utilizando as densidades de cada Oleo essencial, foram pipetados
valores correspondentes para o preparo de 20 ml de solucdo a 100 ou 200 mg.I*
de dleo, acrescido de solubilizante DMSO 0,1% e posterior solubilizacdo em meio
embrionario E3 (5 mM Nacl; 0,17 mM KCI; 0,4 mM CacClz; 0,16 mM MgSQa). As
concentracOes testadas foram obtidas por diluicdo seriada da solugao inicial,
sendo 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg.I"* para OECA, OECS e OETV, enquanto para
o OEEG as concentragfes testadas foram 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg.I't Como
controle positivo foi adotada uma solucéo contendo 4 mg.I"* de 3,4 dicloroanilina
em meio E3 e a solucdo controle de solvente consistiu em meio embrionario E3
acrescido de 0,1% de DMSO.

2.2.3 Procedimento experimental

Para avaliar a toxicidade aguda, a diretriz 236 da OCDE foi utilizada, na
qual 125 embribes foram selecionados para cada composto. Embriées com 1,5 h
pos fertilizacdo (hpf) foram distribuidos de forma individualiza em placas de 96
pocos e expostos as cinco concentracdes logaritmicas dos compostos por 144 h
(n= 25). Nas primeiras 96 h, a viabilidade dos embrides foi avaliada a cada 24 h
de acordo com a observacdo de desfechos indicadores de letalidade como:
coagulacdo embrionaria, auséncia de descolamento da cauda do saco vitelinico,
alteraces na formagdo de somitos e auséncia de batimentos cardiacos. Além dos
indicadores de letalidade, as alteracbes no desenvolvimento dos embrides foram
observadas e registradas diariamente pelo periodo de 144 h para avaliacdo da
teratogenia e viabilidade das larvas. Todos os testes foram realizados com grupo
controle negativo (E3, n=25); Controle de placa (E3, n=4); grupo controle positivo
(3,4 dicloroanilina 4 mg.I', n=25) e grupo controle de solvente (E3 + 0,1% DMSO,
n=25). Para garantir que durante o periodo experimental os embribes fossem
expostos a todos os compostos contidos nos 6leos essenciais, nas primeiras 96 h,
80% da solucdo de cada poco foi substituido por solugbes recém preparadas

apos a avaliacao dos embrides.
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2.3 Atividade in vivo de 6leo essencial contra tricodinideos.

Para avaliar a capacidade de eliminacdo dos parasitos pelo 6leo essencial
de Eucalyptus globulus, o mesmo foi testado em trés concentragdes diferentes
(40, 60 e 80 mg.I'Y), além do controle de solvente (0,1% de DMSO) e controle

negativo (somente agua), todos em triplicata.

Para este experimento 75 juvenis de tilapia-do-Nilo com peso de 2,15 +
0,489, naturalmente infectados com tricodinideos, foram distribuidos em aquarios
com capacidade de 2,5 litros (5 peixes por aquario), mantidos sem renovacéao de
agua e com aeracao continua. A exposicao dos peixes ao OEEG foi realizada por
um periodo de 1 h, com a adicdo do composto solubilizado em DMSO
diretamente na agua dos aquarios, seguida pela troca de 90% da agua apos o
periodo de exposicdo. Um segundo periodo de exposicao foi realizado 24h apés,

com o objetivo de potencializar os efeitos do composto testado.

Durante e apods os periodos de exposi¢cao, os animais foram observados
gquanto a possiveis alteracbes comportamentais ou efeitos toxicos dos
componentes testados. Para avaliar os efeitos antiparasitarios do OEEG, 24 horas
apos a segunda exposicdo, trés peixes de cada aquario tiveram a superficie
corporal raspada com lamina para microscopia, o conteudo adicionado em
microtubos e o volume completado para 2,0 ml com solucao de formol 1:4000. O
conteudo do raspado foi posteriormente analisado em camara de Sedgewick
Rafter sob microscopia 6ptica em aumento de 40x e o numero de parasitos
quantificados. A eficacia do 6leo foi calculada considerando a redugcdo no nimero
total de parasitos por peixe dos grupos tratados em comparacdo com o total de

parasitos do grupo controle, sendo entdo obtido pela férmula Ef =

(NCont_NTrat)
(Ncont)

namero médio de parasitos do grupo controle e Ntrat = numero médio de

x 100 em que Ef = eficacia do controle de parasitos (%), Ncont =

parasitos nos grupos tratados.

2.4 Andlise Estatistica:

Para a citotoxicidade os valores percentuais de lise de eritrocitos foram
analisados quanto a normalidade e homoscedasticidade e transformados por raiz
quadrada quando necessario. Os dados foram entdo analisados usando one-way
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ANOVA, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Holm-Sidak ao nivel de

significancia de 0,05.

Os resultados da embriotoxicidade foram analisados pelo teste estatistico
Log-rank (Mantel-Cox) comparando todos 0S grupos com O grupo controle
negativo (meio E3). Os valores de p foram corrigidos pela metodologia de
Bonferroni e considerado nivel de significancia de 0,05. Foi utilizado o software
GraphPad Prism 9.4. As curvas de dose-resposta foram plotadas e analisadas por

Regressao Probit usando o software MedCalc 22.009, considerando p<0,05.

Os dados de eficacia de tratamento obtidos no teste de atividade in vivo do
OEEG contra tricodinideos foram analisados quanto a normalidade e
homoscedasticidade, transformados por arco seno e posteriormente analisados
usando one-way ANOVA seguido pelo teste de comparacao multipla de Tukey,
considerando 0,05 como nivel de significancia.

3 Resultados

3.1Citotoxicidade

O tratamento controle negativo com tampédo fosfato salino (PBS) nao
apresentou lise, enquanto o tratamento com Triton X-100 a 1% apresentou lise de
100% dos eritrocitos de tilapia-do-Nilo. A atividade hemolitica de cada OE que
depende da sua concentracédo (480-60 pl.I'Y) é mostrada na Figura 1. Todos os
Oleos apresentaram niveis reduzidos de atividade hemolitica nas concentragdes
testadas quando comparados com o controle positivo. Entretanto, quando
comparados com o controle negativo, na maior concentracdo testada (480 pl.I"%)
todos os Oleos apresentaram lise de eritrécitos, sendo que OEEG e OEJV
apresentaram a menor (2,33%) e maior (25,41%) porcentagem de lise observada,

respectivamente.

Nas doses de 60 e 120 pl.I'* ndo foi observada toxicidade em nenhum dos
6leos testados, bem como OEEG, OECS e OECA em 240 pllIt. Em todas as
doses testadas o controle de solvente (DMSO) né&o diferiu do controle negativo

(PBS) nado sendo toxico para os eritrécitos.

49
Caunesp



Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientador — Dr2 Fabiana Pilarski

e OETVAD w OETV b
%:T OEJVHib § ~ oENJb
% ;. OEEG-ib %E oEEGH b
g £ oecsHb g S oecsHhb

Controles
Controles

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

% Hemolise % Hemolise
» OETV c »  OETV b
© -
S~ OEJV b £< OEWN b
o L -
23 OEEG-}i d 23 OEEG-}id
o o
83 oecsicd 83 oecs{ Je
© ©  oecajHd
DMSO-j e
2 8
g g PBS-e
3 g Tricon - -
I T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 I T 1 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% Hemolise % Hemolise

Figura 1. Efeito hemolitico dos 6leos essenciais de Citrus aurantifolia-OECA, Cupressus
sempervirens-OECS, Eucalyptus globulus-OEEG, Juniperus virginiana-OEJV e Thymus
vulgaris-OETV em diferentes concentragdes (60, 120, 240 e 480 pl.I*%) contra eritrécitos

de tilapia-do-Nilo. Letras diferentes indicam diferenca entre % de lise (p<0,05).

3.2 Embriotoxicidade

Durante a realizagdo do teste n&do foi observada mortalidade significativa nos
tratamentos controle negativo (meio E3) e controle de solvente (DMSO 0,1%),
sendo demonstrado a nao toxicidade do solvente adotado para a solubilizacio
dos Oleos essenciais. A toxicidade aguda dos Oleos essenciais demonstrou que
os embrides expostos a concentracdes de OECA e OETV superiores a 25 mg.l't e
OECS a 100 mg.I'* apresentaram letalidade significativa, diferente do grupo
controle negativo (meio E3). Em todas as doses testadas de OEEG néo foi
verificada mortalidade dos embrides. A mortalidade acumulada para cada
concentracéo dos 0leos essenciais testados pode ser verificada na Figura 2. Com

base nos resultados encontrados neste teste de toxicidade foram calculados os
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valores de CL50 (96h) de 35,35 mg.I para OECA, 62,57 mg.I"! para OECS e 19,95
mg.I"t para OETV (Fig. 3).
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Figura 2. Grafico de sobrevivéncia relatando a porcentagem de sobrevivéncia de
embrides e embrides saudaveis expostos a suas respectivas concentracdes de (a)
OECA, (b) OECS, (c) OEEG e (d) OETV por 144 hpf, comparados com controle negativo
(meio E3). Para analisar os resultados, Log-rank Statistical Test (Mantel-Cox) foi
realizado comparando todos os grupos com o controle de meio E3. O p valor foi corrigido
pela metodologia de Bonferroni, sendo (*) = p < 0,05; (**) = p < 0,001 e (***) = p <0,0001.

Os efeitos teratogénicos, representados por embrides com malformacgdes
ou mortos, podem ser vistos na figura 2. Em OECA e OETV nao foram
observados efeitos teratogénicos apenas nos embrides expostos a dose de 6,25

mg.It, enquanto em OECS também néo foi possivel observar efeitos na dose de

51
Caunesp



Doutorando — Lindomar de Oliveira Alves Orientador — Dr2 Fabiana Pilarski

12,5 mg.It. Alteracdes como edema de saco vitelinico, edema de pericardio,
hemorragia no saco vitelinico, ma absorcéo do vitelo e atraso no desenvolvimento
foram observados nos embrides expostos a esses 0leos, enquanto o
encurtamento do corpo e duplicacdo/deformagcdo da nadadeira caudal foi
verificado apenas nos embrides expostos a OECA (Figura 4). Apenas na dose de
200 mg.I* foi possivel verificar efeitos teratogénicos nos embrides expostos a

OEEG, sendo estes restritos ao atraso na inflagem da bexiga natatoria.
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Figura 3. Curvas dose-resposta mostrando as porcentagens de mortalidade ou
malformacdo e mortes de embriGes expostos as doses de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg.I*
de OECA (a/b), OECS (c/d) e OETV (e/f). As curvas vermelhas representam modelos
ajustados por Regressdo Probit da mortalidade dos embrides com intervalo de confianca
de 95% (curvas tracejadas em azul), enquanto as curvas verdes representam modelos
ajustado para ocorréncia de malformacdo e morte de embrides. As linhas horizontais

representam as CL50 ou CE50 para os 6leos testados.
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Figura 4. Fotomicrografias de embrides e larvas de Zebrafish (Danio rerio) durante a realizacdo do teste de embriotoxicidade; (a) embrido apds
2 h de exposicdo apresentando desenvolvimento normal (4 horas poés fertilizacdo - hpf); (b) embrido 24 hpf apresentando desenvolvimento
normal evidenciando regido posterior com olhos, otdlito, cerebelo e teto optico, cavidade pericardial e saco vitelinico normais e com cauda
livre; (c) embrido 24 hpf apresentando atraso no desenvolvimento do globo ocular, otélito e cerebelo, além de apresentar cauda ligada ao saco
vitelinico; (d) embrido morto durante a diferenciacdo corporal; (e) embrido morto antes do inicio da diferenciacdo das regibes do corpo
(coagulado); (f) embrido 48 hpf apresentando desenvolvimento e morfologia normal; (g) embrido 48 hpf apresentando edema de saco vitelinico
e area de congestao; (h) embrido 48 hpf apresentando edema de pericardio e congestao na cauda; (i) embrido 48 hpf apresentando duplicacéo
de nadadeira caudal; (j) embrido 48 hpf apresentando edema de pericario e saco vitelinico deformado; (k) larva 72 hpf eclodida apresentando
desenvolvimento e morfologia normal; (I) larva 72 hpf apresentando deformacdo da cauda e edema de pericardio; (m) larva 72 hpf eclodida
apresentando edema de pericério e saco vitelinico além de congestdo na cauda e saco vitelinico; (n) larva 72 hpf eclodida apresentando
edema de pericardio e curvatura corporal ( “C shape”); (o) larva 72 hpf ndo eclodida apresentando edema de pericardio e deformacéo no saco
vitelinico; (p) larva 96 hpf eclodida apresentando desenvolvimento e morfologia normal; (q) larva 96 hpf eclodida apresentando edema de
pericardio e saco vitelinico, saco vitelinico deformado e nadadeira caudal duplicada; (r) larva 96 hpf eclodida apresentando edema de
pericardio, atraso na absorgéo de vitelo e congestdo na cauda; (s) larva 96 hpf eclodida apresentando escoliose e atraso no desenvolvimento
caracterizado pelo grande volume de contetdo no saco vitelinico; (t) larva 96 hpf ndo eclodida apresentando escoliose, edema de pericario e

atraso na absorc¢éao de vitelo.
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3.3 Eficacia de dleo essencial de Eucalyptus globulus contra tricodinideos

Apoés o tratamento, foi verificado que nos grupos controle e controle de
solvente houve o aumento do nimero médio de parasitos por peixes em relacdo
ao numero inicial, entretanto ndo havendo diferenca significativa entre os dois
grupos. A utilizacdo de OEEG reduziu a carga parasitaria apos os tratamentos,
independente das doses testadas conforme pode ser visualizado na Tabela 2.

Durante a realizacdo do experimento houve morte de apenas 1 peixe do
grupo OEEG 60 mg.It, ocorrendo horas apds a primeira exposicdo. Alteracdes
comportamentais como agitacdo e aumento de batimento opercular durante o
periodo de exposicdo de OEEG foram verificadas em todas as doses testadas,
além do escurecimento da pele. No grupo controle de solvente (DMSO 0,1%) néo
foi observado nenhuma alteracdo comportamental nos peixes expostos ao

composto.

Tabela 2. Valores médios do numero de tricodinideos por peixe e porcentagem de
eficacia ap6s o tratamento com Oleo essencial de Eucalyptus globulus
(OEEG) em juvenis de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.

Tratamentos NUumero de parasitos Eficacia (%)
Controle 386,1 £ 163,4 a -
DMSO 0,1% 311,4+124,1a 19,3
OEEG 40 mg.I* 116,7£ 1276 b 69,8
OEEG 60 mg.I*t 122,4+61,0b 68,3
OEEG 80 mg.I*t 100,8+49,6 b 73,9

Valores seguidos por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4 Discussao

No Brasil ha uma grande necessidade de descobertas ou validacdo de
moléculas para uso na aquicultura. Atualmente, existem apenas dois produtos
antiparasitarios licenciados para uso em peixes, um produto homeopatico e um
qguimioterapico a base de sulfanilamida e verde de malaquita; sendo este ultimo
restrito a peixes ornamentais (SIPEAGRO, 2023).
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Estudos relatando citotoxicidade in vitro de 6leos essenciais com células
de peixes sdo escassos. Assane et al., (2020) avaliando a atividade hemolitica de
diversos 6leos essenciais verificou que OECS a 1% (10ml.IY) ou menos ndo
ocasionou lise em eritrocitos de tildpia-do-Nilo, demonstrando citotoxicidade nas
doses de 2% (20mlI') e 4% (40mllIt). Em contrapartida OEEG e OETV
ocasionaram lise dos eritrécitos nas doses a partir de 0,0625% (625 pl.I'Y). Apesar
das doses testadas serem superiores ao avaliado no presente estudo, é possivel
verificar uma diferenca, sendo possivel observar lise em eritrécitos ocasionada
pelos mesmos Oleos essenciais em doses menores. A composi¢cao quimica de
OECS e OEEG foram iguais em ambos os trabalhos, diferindo apenas a
composicdo do OETV em que Assane et al. (2020) verificou que continha 40,4 %
de timol, 34,0% p-cimeno, 6,7% linalol e 6,6% carvacrol, enquanto o OETV do
presente estudo apresentou 53,3% timol, 20,8 p-cimeno, 8,0% linalol e 8,9%

carvacrol.

Powers et al., (2020) avaliando efeitos citotoxicos de Oleos essenciais
comerciais em duas linhagens celulares de cancer de mama verificou
citotoxicidade a partir de OECA, OECS e OEJV, enquanto OETV néo apresentou
efeito citotoxicos. Estes achados evidenciam a necessidade de complementacao
por outros testes toxicoldgicos para validar os efeitos dos compostos analisados,

principalmente pela variacdo das respostas de cada tipo celular ou organismos.

A utilizacdo de teste de embriotoxicidade com zebrafish para avaliacdo de
Oleos essenciais vem crescendo nos ultimos anos, sendo relatado por Ferraz et
al. (2022) que a maioria dos estudos em peixes sobre a toxicidade de Oleos
essenciais e extratos vegetais utilizam esta espécie. No presente estudo nado
foram observados efeitos de toxicidade ou teratogenia nos embrides expostos ao
solvente DMSO 0,1%, estando de acordo com dados disponiveis na literatura
(Huang et al., 2018; Hoyberghs et al., 2020, 2021; Thitinarongwate et al., 2021).

Yamada et al. (2019) verificaram niveis variados de toxicidade de
diferentes extratos de Citrus tachibana, sendo encontradas altas doses de
extratos aquosos da polpa e flavedo que nao ocasionaram mortalidade dos
embrides de Zebrafish, sendo elas 5000 e 2000 pg.ml* respectivamente. Em

contrapartida, os extratos obtidos usando acetona e alcool a partir do flavedo
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apresentaram forte toxicidade, ocasionando a morte de 100% dos embrides nas
doses de 10 e 20 pg.ml. Este fator pode estar relacionado com a capacidade de
extragcdo de compostos organicos pelos solventes usados, como por exemplo o
limoneno que geralmente € o composto mais abundante em extratos a partir de
cascas de Citrus. Em zebrafish adultos, baixa toxicidade foi relatada em
exposicao cronica a OECA, sendo observada mortalidade de 10% dos animais

apos 50 dias de exposicédo na dose de 1900 pg.I* (Silva et al., 2023).

Efeito embriotoxico foi verificado com a exposicdo de embrides de
zebrafish a OECS (Akermi et al., 2022), sendo constatado um aumento
significativo na mortalidade quando expostos a concentragbes acima de 6,0 pg.ml-
1 além da auséncia de embrides viaveis quando expostos a 8,0 pug.mlt, com uma
CL50 de 6,6 pug.mlt. Estes dados mostram um efeito embriotéxico superior ao
verificado no presente estudo, em que somente houve mortalidade nos embrides
expostos a 100 mg.I't de OECS e efeitos teratogénicos nas doses acima de 25
mg.It, além da CL 50 (96h) obtida de 62,57 mg.l"t, apesar da composicdo
semelhante entre os 6leos (38,47% a-pineno, 25,14% &-3-careno e 5,84%

limoneno usado por Akermi et al., 2022).

O principal composto presente no OEEG é 1,8 cineol, composto este que
apresenta uma baixa toxicidade aguda a Poecilia reticulata, sendo observados
valores de CL50 (24h) de 1701,93 mg.I'* em machos e 3997,07 mg.It para
fémeas adultas (Bullangpoti et al., 2018). Da mesma forma, baixa toxicidade foi
verificada em Oncorhynchus mykiss quando submetidos a banhos rapidos (10
min) a altas doses de OEEG para a inducdo de anestesia (Yigit et al., 2022).
Dados estes que sustentam as observacfes obtidas pelo teste de
embriotoxicidade de OEEG do presente estudo em que ndo houve mortalidade
em nenhuma dose avaliada, sendo verificado apenas atraso na inflagem da

bexiga natatéria das larvas expostas a concentracédo de 200 mg.I.

No presente estudo, a exposicdo de embrides as doses de 25, 50 e 100
mg.It de OETV ocasionou mortalidade significativa, sendo encontrado CL50 96h
de 19,95 mg.lI"t. Polednik et al. (2018) observaram mortalidade de 100% dos
embrides expostos a 0,005% de OETV em 24 horas e 23% de mortalidade em 72

hpf quando expostos a 0,001% de OETV, além de 20, 37 e 78% de embrides com
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teratogenia nesta mesma dose. As principais alteracdes observadas foram edema
do pericardio e atraso no desenvolvimento percebido pela diminuicdo de
pigmentacdo e saco vitelinico com tamanho e formato irregular. O timol, principal
constituinte do OETV, apresentou efeito toxico nas doses de 25, 50 e 100 uM,
com declinio na sobrevivéncia de forma dose-dependente, sendo observada

CL50 para o timol em embrides de zebrafish de 42,35 uM (Krishnan et al., 2019).

Alguns extratos herbais apresentam eficacia contra tricodinideos em peixes
relatados na literatura, como extrato de Allium sativum (Chitmanat et al., 2005;
Aboud, 2010; Abd EIl-Galil e Aboelhadid, 2012), extrato de Terminalia catappa
(Chitmanat et al., 2005), extrato hidroalcolico de Zataria multifiora (Bazari et al.,
2021) e Zingiber officiale (Abo-Esa, 2008). Entretanto, E. globulus tem se
destacado pelo potencial antimicrobiano contra bactérias patogénicas de peixes
(Mahmoodi, et al., 2012; Roomiani et al., 2013; Park et al., 2016; Kacaniova, et al.,
2018; Gholipourkanani et al., 2019). Dessa forma, a atividade antiparasitaria de
OEEG contra tricodinideos demonstra ser mais uma possibilidade a ser

explorada.

A diferenca verificada na eficicia dos 6leos essenciais em teste in vitro e in
vivo pode ser por diversos fatores. No teste in vitro os parasitos sao lavados para
retirar o excesso de muco do hospedeiro fazendo que a solucdo teste atinja o
parasito de forma direta, enquanto, no teste in vivo, 0 muco corporal do proprio
hospedeiro pode atuar como uma barreira dificultando o acesso da solugéao
testada ao parasito. Outro fator que pode influenciar é o fato em que no teste in
vitro sdo quantificados os parasitos mortos na analise em microscopia, em
contrapartida, no teste in vivo 0s parasitos que permanecem aderidos ao corpo do
hospedeiro sao coletados e quantificados, sendo considerados mortos somente
aqueles que desprendem da superficie do peixe, situacdo esta que pode levar a
quantificacdo de parasitos mortos que permanecem aderidos como exemplares

vivos na analise.

Apesar dos resultados promissores verificados na eficacia de OEEG em
tricodinideos no teste in vivo, estes resultados nao sao suficientes para o controle
deste grupo de parasito. Por serem protozoarios que se multiplicam por fissdo

binaria e apresentarem ciclo de vida rapido (Lom e Dykova, 1992), em poucos
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dias a infestacdo pode ser reestabelecida a partir de poucos exemplares
diminuindo a efetividade do tratamento na reducdo do prejuizo ao hospedeiro.
Substéncias ou formas de aplicacdo que garantam um minimo de efetividade de
controle acima de 95% devem ser preconizados neste tipo de situacao, conforme

verificado com o uso de formol (Valladao et al., 2016).

A partir do presente estudo foi possivel elucidar efeitos toxicologicos de
Oleos essenciais contra eritrocitos de tildpia-do-Nilo e embries de zebrafish,
sendo que, OEEG demonstrou-se promissor no controle de tricodinideos (68,3-
73,9% de eficacia) com baixa atividade hemolitica e sem efeitos embriotoxicos
evidentes indicando ser um produto seguro para a aquicultura. Apesar dos
resultados promissores, mais estudos com este Oleo essencial devem ser
realizados para refinar as condicdbes de tratamento como a utilizacdo de
compostos do OE de forma individualizada, podendo melhorar a eficacia contra

tricodinideos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo abordou todas as etapas para a escolha de substancia e
estabelecimento de um protocolo de tratamento contra tricodinideos em tilapia-do-
Nilo. Primeiramente a composicéao de 13 Oleos essenciais (OESs) foi determinada,
uma metodologia para a realizacdo de atividade antiparasitaria in vitro foi
estabelecida e os OEs entdo testados em quatro doses diferentes (60,120,240 e
480 ul.I'Y).0s melhores resultados contra tricodinideos foram observados nos
Oleos essenciais de Citrus aurantifolia, Cupressus sempervirens, Eucalyptus
globulus, Juniperus virginiana e Thymus vulgaris. No segundo experimento estes
Oleos essenciais foram analisados quanto a seguridade pelo teste de
citotoxicidade e embriotoxicidade. No teste de citotoxicidade foi verificado que o
OE de J. virginiana ocasionou um maior percentual de lise nos eritrocitos de
tilapia-do-Nilo com 16,08% e 25,415 nas doses de 240 e 480 ull?
respectivamente. OE E. globulus (OEEG), apresentou os melhores resultados no
teste de embriotoxicidade, ndo sendo observadas mortalidades nos embrides de
zebrafish expostos a doses até 200 mg.l-1, sendo apenas observadas alteracbes
em 32% das larvas oriundas desta exposi¢do. Por apresentar efetividade contra
tricodinideos no teste in vitro e melhor resultado nos testes de citotoxicidade e
embriotoxicidade, OEEG foi utilizado no teste de eficicia in vivo em que juvenis
de tildpia-do-Nilo naturalmente infestados com tricodinideos foram tratados com
este OE nas doses de 40,60 e 80 mg.It. Nesta Ultima etapa, valor de eficacia de
73,9% foi verificada na maior dose de exposicdo (80 mg.lIt). Apesar dos
resultados promissores, a efetividade no controle dos tricodinideos verificada ndo
é suficiente para a utilizacdo como tratamento em ambientes de cultivo devido as
caracteristicas de reproducdo deste grupo de parasitos. Dessa forma, como
perspectivas futuras, deverdo ser analisados individualmente os compostos dos
Oleos essenciais com melhores resultados a fim de elucidar o componente
responsavel pela resposta do OE, bem como estabelecer condicbes em que a
efetividade no controle dos parasitos seja melhorada, como ajustes no tempo e

dose utilizada.
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