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RESUMO

O tambaqui € uma espécie nativa do Brasil, cuja criacdo tem se intensificado
nos ultimos anos, especialmente na regido norte do pais. Juntamente com essa
intensificacao, as parasitoses vém crescendo, sendo Neoechynorhynchus buttnerae
um endoparasita que tem impactado fortemente a atividade. Substancias registradas
para outras finalidades e espécies tém sido amplamente utilizadas na tentativa de
controlar o problema, com consequéncias potencialmente negativas para o meio
ambiente, a salde humana e animal. Neste contexto, o uso de fitoterapicos
representa um recurso no controle da parasitose por N. buttnerae. Assim, este
trabalho avaliou a eficicia antiparasitaria in vitro dos Oleos essenciais (OE) de
Mentha piperita, Melaleuca alternifolia, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris e Allium
sativumcontra N. buttnerae de tambaqui. As concentracdes testadas para cada 6leo
foram 50mg/L, 100mg/L, 200mg/L e 400mg/L, e a morte dos parasitos avaliada a
cada 15 minutos durante duas horas. Adicionalmente, analisou-se o efeito da
inclusdo de OE de T. vulgaris a racdo, nos niveis de 1%, 2%, e 3%, durante 15 dias,
sobre a saude dos peixes. Os resultados demonstraram que o T. Vulgaris foi 0 mais
eficaz contra acantocéfalos entre os compostos testados, e ndo provocou alteracées
hematoldgicas ou bioguimicas nos peixes. Assim, o OE de Thymus vulgaris pode ser
considerado promissor na prevencdo e no tratamento de acantocéfalos em

tambaqui.

Palavras chave: Colossoma macropomum, Acanthocephala, fitoterapico, anti-

helmintico, aquicultura



ABSTRACT

Tambaqui is a native Brazilian specie that the production has intensified in
years, especially in the north region. Along with this intensification, the parasitosis
have been growing, being Neoechynorhynchus buttnerae, an endoparasite that has
strongly impacted the activity. Substances registered for other purposes and species
have been widely used, with potentially negative consequences for the environment,
human, and animal health. In this context, the use of phytotherapics represents a
resource in the control of N. buttnerae parasitosis. This work evaluated the in vitro
antiparasitic efficacy of essential oils (EO) of Mentha piperita, Melaleuca alternifolia,
Ocimum basilicum, Thymus vulgaris and Allium sativum against N. buttneraein
tambaqui. The concentrations tested of each oil were 50mg/L, 100mg/L, 200mg/L
and 400mg/L, and the parasite death was evaluated every 15 minutes for two hours.
Additionally, the effect of inclusion of T. vulgaris EO on the diet at 1%, 2%, and 3%
for 15 days on fish health was analyzed. The results showed that T. vulgaris was the
most effective against acanthocephans among the tested compounds and did not
cause hematological or biochemical changes in fish. Thus, Thymus vulgaris OE may
be considered promising in the prevention and the treatment against

acanthocephalosys in tambaqui

Keywords: Colossoma  macropomum,  Acanthocephala, phytotherapics,

antihelmintic, aquaculture.



1. INTRODUCAO

A pesca e a aquicultura constituem uma importante fonte de alimentos para
milhdes de pessoas no mundo. O suprimento de pescado alcancou o recorde de
20kg por habitante no ano de 2014, devido ao crescimento da aquicultura mundial
(FAO, 2016).

Em 2016, a producdo aquicola brasileira gerou uma receita de R$ 3,26
bilhdes, um crescimento de 4,94% em volume e 1,88% em valor, quando
comparado a 2015, referente a producdo de 507.122.920toneladas de peixes. A
producdo de tilpia é responsavel por quase metade desse montante
(239.090.927 toneladas), seguida do tambaqui, a espécie nativa mais produzida
no Brasil, com producéo de 136.991.478 toneladas (27%), seguida pelos hibridos
tambacu (Colossoma macropomum Xx Piaractus mesopotamicus) e tambatinga
(Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus), com producdo de
44,948,272 mil toneladas (8,9%) (IBGE, 2016).

Com a intensificacdo da producao e falhas no manejo produtivo, 0 nimero de
doencas, principalmente de origem parasitaria que acometem o tambaqui cresceu
consideravelmente, causando prejuizos e entraves na cadeia produtiva.

Dentre os parasitos que acometem o tambaqui, 0os protozoarios, crustaceos e
helmintos estdo entre os mais importantes. Os acantocéfalos, endoparasitos com
ciclo de vida complexo, vem merecendo destaque recentemente, ocasionado
grandes perdas na producdo de tambaqui na regido norte do Brasil (Amazonas,
Rondobnia e Amapa) (MACIEL et al., 2009; SILVA et al., 2013; DIAS et al., 2015).

Embora tenha se considerado que a ocorréncia do parasitismo por

acantocéfalos frequentemente nao provoque alteragcbes graves em seus
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hospedeiros, em condi¢cdes de criacao, as infestacdes podem ser altas e os danos
severos, podendo inclusive levar o hospedeiro a morte (PAVANELLI et al., 2013).

Até o0 momento, sabe-se que apenas uma espécie de acantocéfalo parasita o
tambaqui, Neoechinorhynchus buttnerae Golvan, 1956, considerado um parasita
emergente na piscicultura brasileira (MALTA et al., 2001; JERONIMO et al.,
2017). Os peixes parasitados apresentam intensa inflamacéo intestinal devido a
fixacdo do parasito ou em elevada quantidade, apresentam oclusdo parcial ou
total do trato intestinal, prejudicando a capacidade de absor¢céo do alimento, tendo
como resultado a reducdo do desempenho produtivo (MALTA et al., 2001;
JERONIMO et al., 2017).

O crescimento da piscicultura no Brasil tem levado ao aumento na ocorréncia
de doencas e do uso de quimioterapicos e antimicrobianos para seu controle. Tal
pratica € questionada devido ao seu impacto negativo nos peixes e no ambiente,
como acumulo de residuos, imunossupressao, selecdo de microrganismos
resistentes e prejuizo a comercializacado (BILLER-TAKAHASHI, 2014; PILARSKI
et al.,, 2017). Uma alternativa para o controle de doencas na piscicultura sdo os
Oleos essenciais de plantas, fitoterapicos que apresentam extensa atividade
antimicrobiana e antiparasitaria em seus componentes (LANG & BUCHBAUER,
2012).

Até o momento, literatura sobre o tratamento ou controle desta doenca nos
sistemas de producédo é escassa. Tendo em vista a importancia econémica da
producdo de tambaqui e seus hibridos no pais, especialmente na regido norte, e 0
impacto econdémico atribuido a infeccdo por N. buttnerae, assim como,o efeito
negativo do uso de quimioterapicos no tratamento de doencas de organismos

aguaticos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antiparasitario in vitro dos
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Oleos essenciais de alho (Allium sativum), melaleuca (Melaleuca alternifolia),
hortela-pimenta (Mentha piperita), Manjericdo (Ocimum basilicum) e tomilho
(Thymus vulgaris), e consequentemente, seu potencial para aplicagdo em ensaios

de eficacia in vivo em juvenis de tambaqui.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A criacao de Tambaqui (Colossoma macropomum)

Os chamados “peixes redondos” recebem esta denominagao popular em
virtude do formato arredondado de seus corpos. O tambaqui (Colossoma
macropomum), o pacu (Piaractus mesopotamicus), a pirapitinga (Piaractus
brachypomus) e seus hibridos sdo representantes deste grupo que apresentam
caracteristicas favoraveis a criacdo (MORO et al., 2013).

O tambaqui pertence a ordem dos Characiformes e a familia Serrasalmidae
(GERY, 1977). Nativo dos rios Amazonas, Orinoco e seus afluentes, chega ao
comprimento maximo de 100cm e peso superior a 30kg, atingindo maturidade
sexual entre 0 4° e 5° ano de vida. Na piscicultura, esta espécie atinge a
maturacdo sexual em até trés anos (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998;
ARAUJO-LIMA & GOMES 2005).

E uma espécie onivora, com capacidade para assimilar proteinas e energia
provenientes de diferentes fontes e esta plasticidade é uma adaptacdo a
sazonalidade de oferta de alimentos na bacia amazonica, onde esses animais se
alimentam principalmente de frutos e sementes no periodo chuvoso e de
zooplancton no periodo de seca (OLIVEIRA et al., 2006).

O tambaqui € a segunda espécie mais produzida no Brasil, com 136.992

toneladas em 2016, com aumento de 0,84% em relacao a 2015, sendo a primeira
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entre as nativas, tendo representado 27% do total de peixes produzidos no pais
em 2016, com destaque para a regido Norte, especialmente o estado de
Rondénia. (IBGE, 2015; IBGE, 2016). E uma espécie que apresenta bom
desempenho produtivo nos sistemas de criacdo, devido a sua rusticidade, facil
aceitacdo de racdo, assim como a disponibilidade de alevinos o ano todo
(VALLADAO et al., 2016), bem como, bom potencial de crescimento, alta
produtividade e resisténcia a baixos niveis de oxigénio dissolvido (MELO et al.,
2001; ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).

Em condicfes de baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, ou seja, com
limite inferior a 0,5mg O/L, o tambaqui desenvolve o labio inferior em até duas
horas, cuja funcéo é direcionar a camada superficial da agua mais oxigenada para
a regido das branquias. Quando a concentracdo de oxigénio retorna aos seus
niveis normais no ambiente, o labio desaparece no mesmo intervalo de tempo
(ALMEIDA-VAL& VAL, 1995).

Todavia, com a intensificacdo da criacdo desta espécie, principalmente em
tanques-rede na fase de alevinagem e engorda, a ocorréncia de doencas
parasitarias e bacterianas tem aumentado resultando em perda parcial ou total da
producdo (VALLADAO et al., 2016). O impacto econdmico relacionado as
doencas na criacdo de peixes no Brasil € de 25.026,3 toneladas, correspondendo
a 5,05 milhdes de dolares (TAVARES-DIAS & MARTINS, 2017).

Pacotes tecnoldgicos relacionados ao manejo, nutricdo, fisiologia e
tecnologia pos-colheita para esta espécie ja estdo bem desenvolvidos, todavia, o
controle de doencas, especialmente causada por parasitos, como 0s
acantocéfalos ainda sdo um entrave para a producdo em larga escala desta

importante espécie nativa para a piscicultura brasileira (CHAGAS et al., 2009).
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2.2 Doencas parasitarias do tambaqui e seus hibridos

Os fatores predisponentes para uma infestacéo parasitaria sdo a qualidade
da agua inadequada, principalmente com elevada quantidade de matéria
organica, a elevada densidade de estocagem, a falta de prevencdo e
biosseguridade (VALLADAO et al., 2016).

Ja foram descritas a ocorréncia de pelo menos 25 espécies de parasitas
em tambaqui (EIRAS et al., 2010) e as mais comuns sdo causadas por
monogendides, acantocéfalos, Myxobolus sp., copépodos e branquitros (MALTA
et al., 2001).

Perulernaea gamitanae Tatcher & Paredes, 1985, € um copépoda que
ocorre em tambaquis em ambiente natural (FISCHER et al., 2003), porém, em
ambiente de criacdo, vem ocorrendo em maior prevaléncia, ganhando importancia
econbmica por causar mortalidade expressiva e a depreciacdo do produto final
em diversas pisciculturas da regido norte do Brasil (TAVARES-DIAS et al., 2011)
e na Amazonia peruana (DELGADO et al., 2011). As fémeas adultas parasitam a
cavidade opercular, oral e narinas dos peixes, causando inflamacao local, anemia
e reducdo da resisténcia a outros patdogenos (TAVARES-DIAS et al., 2011;
PAVANELLI et al., 2013).

Também sao relatados com frequéncia os branquidros, sendo o tambaqui
suscetivel a Argulus chimendesi Malta & Varella, 2000, Argulus multicolor
Stekhoven, 1937, e Dolops carvalho, Castro, 1949 (MALTA et al., 1984, EIRAS et
al. 2010). Esses parasitas podem permanecer por longos periodos livres na
coluna d’agua, e, quando na superficie do hospedeiro, perfuram o tegumento,

injetando enzimas digestivas e anticoagulantes, alimentando-se de sangue e
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tecidos dos hospedeiros. Esta acdo, por sua vez, pode causar ulceracdes e
predispor os peixes a infec¢des secundarias (GOMES et al., 2013;PAVANELLI et
al., 2013).

De acordo com Godoi et al. (2012), os monogenéticos sdo os parasitos
mais encontrados em tambaquis criados na regido norte do Brasil. Este grupo
costuma apresentar especificidade parasitaria, sendo associados ao tambaqui as
espécies Anacanthorus penilabiatus Boeger, Husak, Martins, 1995, Anacanthorus
spathulatus Kritsky, Thatcher & Kayton, 1979, Linguadactyloides brinkmanni
Thatcher & Kritsky, 1983, Mimarothecium boegeri Cohen & Kohn, 2005,
Nothozothecium euzeti Kritsky, Boeger & Jégu, 1996, e Notozothecium
janauachensis Belmont-Jégu, Domingues & Martins, 2004 (EIRAS et al., 2010).
Possuem ciclo de vida direto e proliferacdo rapida, e por isso, sdo motivo de
preocupacao em todas as fases de criacdo (PEREIRA et al., 2016). Os parasitos
se fixam através de ganchos aos filamentos branquiais, alimentando-se de tecidos
do hospedeiro, causando hiperplasia celular e hipersecre¢cdo de muco, levando a
complicac@es respiratérias (PAVANELLI et al., 2013).

O protozoario ciliado Ichthyophthirius multifilis Fouquet, 1876, € um dos
parasitos mais comuns no tambaqui, possui baixa especificidade parasitaria, e é 0
causador da ictiofitiriase, conhecida popularmente como doenca dos pontos
brancos quando invade a epiderme do hospedeiro (BUCHMANN et al., 2001). As
lesbes provocadas pelo protozoario favorecem a ocorréncia de infeccdes
secundarias (VALLADAO et al., 2016). O ciclo de vida deste parasito pode ser
dividido em fases de vida livre e uma fase parasitaria (MATTHEWS, 2005). Na

proliferacdo deste parasito, as branquias assumem grande importancia. O
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desenvolvimento de trofontes no epitélio branquial € o responsavel pelo grande
namero de mortes nos peixes durante a infeccao (PILARSKI et al., 2016).

Infeccdes pelos mixosporideos Henneguya piaractus Martins e Souza,
1997 e Myxobolus colossomatis (Molnar & Békési, 1993) afetam as branquias e
os rins de tambaquis,comprometendo a funcdo destes 6rgaos (MARTINS et al.,
1999). A presenca massiva de H. piaractus nas branquias pode provocar fusao de
lamelas, reduzindo a capacidade de troca gasosa deste 6rgao e levando o peixe a
morte por asfixia (ADRIANO et al., 2005).

Nos hibridos tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus
mesopotamicus) e tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus
brachypomum) foram descritas a ocorréncia de Ichthyophthirius multifiliis,
Piscinoodinium pillulare (Schéperclaus, 1954), Anachanthorus spatulatus,
Notozothecium janauachensis, Mymarothecium viatorum Boeger, Piasecki &
Sobecka, 2002, Neoechinorhynchus buttnerae, Cucullanus colossoma Ungria-
Diaz, 1968, Perulernaea gamitanae, Linguadactyloides brinkmanni,
Mymarothecium boegeri, Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus Travassos,
Artigas & Pereira, 1928 (SILVA et al., 2013; DIAS et al., 2015).

No Brasil, ha uma caréncia de produtos registrados para o controle das
parasitoses nas pisciculturas. Assim, com frequéncia, sdo utilizados produtos
registrados para outras finalidades ou espécies, incluindo desinfetantes, corantes
e agrotoxicos.Relatos de piscicultores tém demonstrado que comumente sdo
utilizados no controle de parasitos o sal comum, cal, formaldeido, verde de
malaquita, sulfato de cobre, azul de metileno, diflubenzuron, paration metilico,

triflumuron e triclorfon (LUVISOTO-SANTOS et al., 2009), muitos altamente
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toxicos, contaminantes do meio aquatico e que deixam residuos na carne do

pescado, comprometendo a qualidade do produto final.

2.3 Parasitismo por acantocéfalos

O filo Acanthocephala atualmente possui cerca de 1300 espécies descritas,
distribuidas em quatro classes, 26 familias e 157 géneros (AMIN, 2013).

Sao considerados endohelmintos, endoparasitos obrigatorios, cilindricos,
desprovidos de aparelho digestivo. Na extremidade anterior apresentam uma
probéscide, onde se encontram espinhos, 0s quais também sdo usados para a
fixacdo do parasito, e na posterior, uma abertura genital (PAVANELLI, 2013).

Santos et al. (2008) listaram 23 géneros de acantocéfalos, compreendendo
34 espécies determinadas e 13 nao determinadas reportadas em peixes
marinhos, continentais e estuarinos. No Brasil, se tem conhecimento de apenas
uma espécie parasitando tambaquis, Neoechynorhynchus buttnerae.

Os acantocéfalos sédo parasitos com ciclo de vida indireto, necessitando de
um artropode como hospedeiro intermediario e um vertebrado como hospedeiro
definitivo, contudo, hospedeiros paraténicos podem estar presentes (CHAGAS et
al., 2015; EIRAS et al., 2010).

Neoechynorhynchus buttnerae adulto, libera seus ovos no interior do
intestino do tambaqui. Os ovos contendo a larva chamada de acantor em seu
interior séo liberados no ambiente e entéo ingeridos por um crustaceo ostracoda,
onde o parasito passa por todas as fases larvais, de acantela até cistacanto, esta
altima a forma infectante, que, ao ser ingerida pelo tambaqui, libera o juvenil no

intestino do peixe, fechando o ciclo (LOURENCO, 2017).
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Figura 1. Ciclo de vida de N. buttnerae A: Parasitos adultos no intestino do
tambaqui. B e C: Ovos contendo a larva acéantor liberados no intestino do
tambaqui e na agua. D e E: Larva acantor saindo do ovo no intestino do crustaceo
ostracoda, F, G, H, I, J, L M: Acantela em diferentes fases de desenvolvimento
fora do ovo 2a9. N: Fase juvenil. O: Fase infectante (cistacanto). P: Ostracoda
dentro do tambaqui. Q e R: Juvenil de N. buttnerae sendo liberado no intestino do
tambaqui (LOURENCO, 2017).

Os acantocéfalos, de acordo com alguns autores,eram considerados
parasitos que raramente causavam alteracfes significativas ou mortalidade
(EIRAS et al., 2010).Todavia, com a intensificagdo da producao de tambaquis na
regido norte do Brasil, o parasito se tornou emergente, causando severas
alteracdes patologicas no hospedeiro, reducdo do crescimento e ganho de peso e

gastos elevados com a alimentacdo dos peixes (JERONIMO et al., 2017; SILVA-

GOMES et al., 2017).
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Fischer et al. (2003) estudaram a fauna parasitaria de populacdes
selvagens de tambaqui,coletados em novembro de 1995, no médio Rio Solimdes,
préximo aos municipios de Tefé e Coari, no Estado do Amazonas, e no baixo Rio
Amazonas, no municipio de Santarém, Estado do Para. Estes autores relataram a
prevaléncia de 78% e 55,3% de N. buttnerae, com intensidade média de 98,4, e
16,6, nos tambaquis coletados no Médio Solimdes e no Baixo Amazonas,
respectivamente. Entretanto, em sistemas de criacdo, Malta et al. (2001)
relataram prevaléncia de 100%, com intensidade média de 125,26, ocasionando
crescimento lento, anorexia e mortalidade nos peixes parasitados. Diversas
ocorréncias tém sido relatadas em pisciculturas, sempre com 100% de
prevaléncia e intensidade variando de 152 a 476,8 do parasito (JERONIMO et al.,
2017; MATOS et al., 2017; SILVA-GOMES et al., 2017).

As principais lesdes provocadas por esse parasito decorrem da penetracao
da probdscide no intestino, que pode alcancar diferentes profundidades, desde a
mucosa até a camada muscular, causando dilaceracdo dos tecidos. Tal acdo
desencadeia uma forte resposta inflamatéria, composta principalmente por
macrofagos, células de Langherans e linfécitos, com ocorréncia de granulomas
em alguns animais e encurtamento das vilosidades nos peixes altamente
parasitados (DIAS et al., 2015; JERONIMO et. al., 2017; SILVA-GOMES et al.,
2017).

De acordo com Matos et al. (2017), quando livres no intestino, o
metassoma volumoso do parasito causa descamacao do apice e compressao das
vilosidades e abrasdo do epitélio, enquanto a penetracdo da probdscide na

parede do Orgéo ocorre mais raramente, nunca chegando a perfuracdo completa.
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Essas alteracbes no intestino comprometem a capacidade de absorcdo de
nutrientes, resultando em baixo desempenho produtivo.

Outras alteracdes observadas nos peixes parasitados por acantocéfalos
sdo as hematoldgicas, com maior quantidade de trombdcitos e mondcitos em
curimbatas (Prochilodus lineatus) parasitados por Neoechinorhynchus curemai
(BELO et al., 2013).

O controle desta parasitose no Brasil € realizado pelo uso dos
benzimidazois, levamisol, praziquantel e organofosforados, os quais séo utilizados
de forma indiscriminada e muitas vezes de forma preventiva, sem diagndstico
correto da doenca. A utilizacdo dessas substancias na piscicultura pode
contaminar o ambiente, contribuir para o aparecimento de organismos resistentes
e provocar impactos adversos em espécies nao-alvo, colocando em risco toda a
cadeia tréfica e também a salde dos humanos, pela quantidade de residuos
presentes na carne do pescado (PILARSKI et al., 2017).

Até o momento, ndo ha tratamento eficaz desta parasitose para aplicacao
em larga escala no Brasil, portanto, sua ocorréncia pode resultar em severas
perdas econdmicas na piscicultura (CHAGAS et al., 2015).

Dentre as medidas de controle ecologicamente mais sustentaveis,
destacam-se o0s fitoterapicos, os quais apresentam grande potencial como
alternativa no tratamento de parasitoses em peixes (EL-GALIL & ABOELHADID,

2012).

2.4 Fitoterapicos no tratamento de doencas em peixes
Diversos fitoterapicos vém sendo estudados como alternativa para o

tratamento dos mais diversos patdgenos de peixes, por possuirem compostos
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biologicamente ativos e até o momento, serem considerados seguros para 0S
peixes, ambiente e humanos. Resultados promissores tém sido descritos por
varios autores e contra diferentes patégenos de peixes (VALLADAO et al., 2015;
VALLADAO et al., 2016; MAJOLO et al., 2017; CUSTODIO-COSTA et al.,
2017).Pesquisas recentes avaliando a eficacia de fitoterapicos contra patégenos

de peixes encontram-se resumidas na tabela 1.

2.4.1 Tomilho (Thymus vulgaris)

O Oleo essencial (OE) de tomilho possui como principal componente o
timol, um potente antisséptico tanto para uso interno como externo. Seu uso na
medicina humana é aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), sendo
aplicado no tratamento de indigestdo, controle da febre, como anestésico e
antisséptico (AZAD, et al.,, 2014).Também podem ser encontrados no OE de
tomilho, terpenos, carvacrol e outros compostos, como linalol, limoneno, mirceno,
cimeno, em menores porcentagens. A composi¢cdo exata do 6leo pode variar em
funcao de fatores ambientais, genéticos, nutricionais da planta, assim como época
da colheita (OZCAN & CHALCHAT, 2004).

O tomilho também vem sendo empregado em estudos sobre o controle e o
tratamento de patdégenos em peixes. O extrato metandlico desta planta
apresentou efeito inibitorio in vitro contra o nematéide Procamallanus spp. e o
cestdide Wenyonia spp. parasitas de Clarias gariepinus e Parachanna obsura
(AKINSANYA, 2016).Com relacdo as doencas bacterianas, o T. vulgaris
apresentou bons resultados contra Streptococcus iniae (YLMAZ et al.,2013) e

Yersinia ruckeri (GULEC et al., 2013).
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Em estudo realizado in vitro, o T. vulgaris mostrou forte atividade contra as
bactérias Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus e Edwardsiella
tarda,indicando que pode ser capaz de modular a microbiota dos peixes se
adicionado na racdo. J4 em estudo in vivo, realizado em tilapia-do-Nilo, a
suplementacao alimentar com 0.1, 0.5 e 1% durante 15 dias mostrou que o Oleo
foi capaz de estimular os componentes celulares da resposta imune nao
especifica (nas maiores doses) sem causar efeitos deletérios a salude e sem
alterar a populacdo de bactérias benéficas do intestino da tilapia (VALLADAO,
2018).

Devido a suas propriedades antibacterianas e antiparasitarias sua
aplicacao também tem sido estudada como uma alternativa na conservacéo e no
controle de patogenos veiculados por alimentos, mostrando-se eficaz contra
larvas de Anisakis, em concentracbes de 0,1% (GIARRATANA et al,
2014).Hernandez et al.(2015) utilizaram diferentes niveis de inclusdo de 6leo
essencial de T. zygis na racdo de Sparus aurata por 12 semanas antes do abate
dos animais e verificaram melhora nos atributos visuais e olfatorios da carne, e
menores contagens de enterobactérias na dose de 2000mg/kg apds 21 dias de

estocagem do produto final.

2.4.2 Alho (Allium sativum)

Pesquisas recentes confirmaram o potencial terapéutico do alho, inclusive
seu efeito antiparasitario (ROSNY et al., 2016).Na aquicultura, o alho tem se
mostrado promissor como promotor do crescimento, imunoestimulante e no

controle de patogenos (LEE & GAO, 2012).
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Produtos utilizando A. sativum ja foram testados no controle de uma grande
variedade de patdgenos de peixes, apresentando eficacia diante de varios deles.
O extrato de A. sativum foi capaz de inibir o crescimento in vitro de Spironucleus
vortens, um importante patégeno de ciclideos (PUK & GUZ, 2014), reduzir a
sobrevivéncia de Procamallanus spp. e Wenyonia spp, helmintos nematdides e
cestbides parasitos de peixes (AKINSANYA, 2016). J& em estudos in vivo, banhos
terapéuticos utilizando extrato de A. sativum foram capazes de reduzir o
parasitismo por monogendides do género Gyrodactylus em tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) (EL-GALIL & ABOELHADID, 2012), em lebistes (Poecilia
reticulata) (SHELKLE et al., 2013; FRIDMAN et al., 2014) e Neobenedenia spp.
em barramundi (Lates calcarifer) (MILITZ et al., 2014).

O extrato aquoso de alho adicionado a racdo (200 mi/kg) e ofertada a
Clarias batrachus por 90 dias foi eficiente em reduzir a prevaléncia de
acantocéfalos em 80% (ROSNY et al., 2016).

Além do efeito antiparasitario, a planta apresenta potencial também no
controle de bactérias patogénicas de peixes, como a Aeromonas hydrophila
(SAHU et al., 2006).

2.4.3 Melaleuca (Melaleuca alternifolia)

Nativa da Austrdlia e conhecida como arvore de chd é usado como um
antisséptico e desinfetante ha décadas (THOMSEN et al., 2011).0s componentes
mais importantes do O6leo essencial de M. alternifolia, os monoterpenos,
apresentam efeito inibitorio na respiracéo celular de fungos e bactérias, além de
alterar a estrutura e permeabilidade da membrana celular destes organismos,

exercendo assim, efeito inibitério sobre estes patégenos (COX et al.,2000).
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Em peixes, o0 6leo essencial de M. alternifolia apresentou eficcia in vitro e
in vivo contra Ichthyophthirius multifiliis em pacus (VALLADAO et al., 2014),
reducdo do parasitismo por Gyrodactilus spp. (STEVERDING et al.,, 2005) e
melhora a sobrevivéncia de Rhamdia quelen durante infec¢cdes bacterianas por
Pseudomonas aeruginosa, utilizado na forma livre ou micro encapsulado (SOUZA

et al., 2016).

2.4.4 Manjericado (Ocimum basilicum)

Plantas do género Ocimum vém sendo estudas para o controle de
patdégenos em peixes. Em estudo realizado in vivo, Boijink et al. (2016), utilizaram
Oleo essencial de O. gratissimum e obtiveram eficacia de 100% contra
monogenoides nas branquias de tambaquis, a partir da concentracdo de 10mg/l, e
auséncia de efeitos deletérios nos parametros hematologicos.

A associagao de O. sanctum com Azadiractha indica e Curcuma longa,
administrada a racdo foi eficaz em prevenir a mortalidade por Aeromonas
hydrophila em Carassius auratus e reduzi-la significativamente em Cyprinus

carpio (HARIKRISHNAN et al., 2009 e 2010).

2.4.5 Menta (Mentha piperita)

Pertencente a familia Laminacea, a M. piperita € amplamente utilizada na
medicina popular de varios paises (MALAQUIAS et al.,, 2014).Em peixes, ha
pesquisas avaliando o potencial para a aplicacdo deste produto contra diversos
patogenos, inclusive contra helmintos (MALHEIROS et al., 2016; HASHIMOTO et

al. 2016).
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A eficacia in vitro do 6leo essencial do horteld pimenta, foi testado contra
Dawestrema spp., monogendide de pirarucu (Arapaima gigas) e o 6leo eliminou
100% dos parasitos nas concentracbes de 160mg/L e 320mg/L, no entanto,
efeitos toxicos no hospedeiro limitaram a exposicdo as concentracdes de 20mg/L
e 40mg/L (MALHEIROS et al., 2016). J& aplicado na forma de banho (40 mg/L),
este fitoterapico mostrou efeito anti-helmintico contra monogenodides em tilapia-
do-Nilo, sem causar efeitos deletérios nos parametros hematologicos
(HASHIMOTO et al., 2016).

Além do efeito anti-helmintico, este fitoterapico também foi avaliado como
imunoestimulante. O extrato das folhas do horteld pimenta,adicionado a racdo da
perca-gigante (Lates calcarifer) mostrou efeito imunoestimulante no peixe e maior

sobrevivéncia ap0s desafio com a bactéria Vibrio harveyi (TALPUR, 2014).
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Tabela 1: Uso de fitoterapicos no controle de patdégenos de peixes

Fitoterapico Tratamento
Pat6geno Hospedeiro Resultado Referéncia
Planta Forma de uso Via Dose efetivas
Acanthocephala Clarias batrachus Racéo 200ml/kg Reducao de 80% da prevaléncia Rosny et al., 2016
70,3%, 99,21% e 100% de inibigao

Allium sativum

Armoracia rusticana
Citrus limon (cascas)
Curucuma longa
Eugenol
Lavandula augustifolia

Lippia origanoides

Melaleuca alternifolia

Extrato aquoso

N&o informado

Extrato alcodlico e
aquoso

Oleo essencial
Curcumina
Solucéo alcodlica
Oleo essencial

Oleo essencial

Oleo essencial livre
e microencapsulado

Oleo essencial

Spironucleus vortens

Aeromonas hydrophila

Spironucleus vortens

Edwardsiella tarda

Ichthyophthirius
multifilis

Monogénea

Ichthyophthirius
multifilis

Monogenea

Pseudomonas
aeruginosa

Gyrodactylus spp.

Ichthyophthirius
multifilis

Symphysodon discus

Labeo rohita

Symphysodon discus

Oreochromis
mssambicus

Ctenopharyngodon
idellus

Colossoma
macropomum

Piaractus
mesopotamicus

Colossoma
macropomum

Rhamdia quelen

Gasterosteus
aculeatus

Piaractus
mesopotamicus

Ensaio in vitro 25, 50 e 100mg/I

0%, 0.1%, 0.5%

Ragédo e 1.0%

Ensaio in vitro 25, 50 e 100mg/I

0,5%; 0,75%;

Racao 1%
Ensaio in vitro 8mgl/l
Banho 5,10 e 15mg/l

Ensaioin vitro ~ 57ul/l & 455pl/1

Banho 20 e 40mg/l
Ensaio in vitro 160 and
320 mg/L
Banho 50uLL-1
Banho 3, 10 e 30ppmv

57ul/l & 455pl/1
(in vitro); 50ul/
(in vivo)

Ensaioin vitro
e banho

do crescimento de acordo com a
dose.

Aumento na producéo de
superéxidos, lisozima, maior
atividade bactericida do soro,
aumento na sobrevivéncia ao

desafio.
58,96% a 100% de inibic&o do
crescimento de acordo com a dose.

Melhora na sobrevivéncia

100% de eficacia

Reducéo de até 79% da carga
parasitaria
45,62% a 100% de eficacia de
acordo com a dose

Doses testadas néo foram efetivas
100% de eficacia

Maior sobrevivéncia

Redug&o na prevaléncia e
abundancia

Eficécia superior a 70% (in vitro);

99,8% e 98,9% de eficacia contra

I.multifilis em pele e branquias (in
vivo)

Puk & Guz, 2014

Sahu et al, 2007

Puk & Guz, 2014
Baba et al, 2016
Liu et al. 2017
Boijink et al., 2015
Vallad&o, 2014
Soares et al, 2017
Soares et al, 2017

Souza et al, 2017

Steverding et al,
2005

Valladao, 2014
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Mentha piperita

Ocimum gratissimum

Origanum heracleoticum

Origanum minitiflorum

Origanum vulgare

Rosmarinus officinali
Tanacetum vulgare;

Thymus vulgaris

Thymus zygis

Trigonella foenum
graecum

Associacao de
Dioscorea zingiberen e
Ginkgo biloba

Oleo essencial

P6 das folhas

Oleo essencial

O.E, Thymol e
carvacrol isolados e

em associagdo

Oleo essencial

Extrato alcodlico e
aquoso

P6

Extrato alcodlico e
aquoso

Extrato alcodlico

Oleo essencial

P6

Oleo essencial

Pé

Extrato alcodlico

Dawestrema spp.
(Monogenea)

Monogenea

Ichthyophthirius
multifilis

Vibrio harveyi

Monogenea

Aeromonas hydrophila

Myxobolus sp.

Spironucleus vortens

Streptococcus iniae
Spironucleus vortens
Spironucleus vortens

Anisakis sp(larvas)

Streptococcus iniae

N&o se aplica

Streptococcus iniae

Dactylogyrus spp

Arapaima gigas

Oreochromis
niloticus

Piaractus
mesopotamicus

Lates calcarifer

Colossoma
macropomum

Ictalurus punctatus

Diplodus puntazzo

Symphysodon discus

Oreochromis
mossambicus

Symphysodon discus
Symphysodon discus

Lepidopus caudatus

Oreochromis
mossambicus

Sparus aurata

Oreochromis
mossambicus

Carassius auratus

in vitro e
banho

Banho

Ensaio in vitro
Racédo

Banho

Racédo

Ragédo

Ensaio in vitro

Ragédo

Ensaio in vitro

Ensaio in vitro

Ensaio in vitro

Racéo

Racéo

Racédo

Banho

160 e 320mg/l
(in vitro); 40mg/I
(in vivo)
40mgl/l
57ul/l & 455pl/
5g/kg

5,10 e 15mgl/l

0,05%

1,6ml/kg PV

25, 50 e 100mg/I

1%
25, 50 e 100mg/I

25, 50 e 100mg/I

0,1%, 0,5%, 1%,
5% e 10%

1%
500mg/kg
1%

Combinagbes
dos dois extratos
em diferentes
proporcdes

100 % de eficacia in vitro; pequena
reducdo na intensidade média (in
Vvivo)

Reducéo da intensidade média

45,16% a 100% de eficacia de
acordo com a dose

70% de sobrevivéncia ao desafio
100% de eficacia a 15mg/I
sobrevivéncia crescente apés
desafio nos peixes tratados com
carvacrol, timo+carvacrol e O.E.
Reducéo de 36,98% na prevaléncia
26,98%, 82,08% e 100% de
inibicdo do crescimento de acordo
com a dose.

Reducéo da mortalidade

64,73% a 99,57% de inibicdo do
crescimento de acordo com a dose.

45,16% a 100% de eficacia de
acordo com a dose

100% das larvas inativadas

Reducéo da mortalidade

Melhora em caracteristicas
sensoriais pos na carne do peixe

Reduc¢é&o da mortalidade

Maior eficacia dos fitoterapicos
guando em associagéo

Malheiros et al,
2016

Hashimoto et al,
2016

Valladéo, 2014
Talpur, 2014

Boijink et al., 2016

Zheng et al., 2009

Karagouni et al,
2005

Puk & Guz, 2014

Yilmaz et al., 2013
Puk & Guz, 2014

Puk & Guz, 2014

Giarratana et al.
2014

Yilmaz et al., 2013

Hernandez et al.,
2015

Yilmaz et al., 2013

Jiang et al., 2014
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Associacdo de Thymus
vulgaris e Foeniculum Oleo essencial Yersinia ruckeri
vulgare

Oncorhynchus

mykiss Racéo 1ml/kg de ragéo Melhora no perfil bioquimico Gulec et al, 2013
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, a atividade anti-helmintica, in vitro, dos 6leos esséncias de Allium
sativum, Melaleuca alternifolia, Mentha piperita, Ocimum basilicum e Thymus
vulgaris contra o endoparasito Neoechinorhynchus buttnerae e analisar o efeito do

OE de maior atividade, sobre a saude de juvenis de tambaqui.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar quais concentracdes dos cinco 0leos essenciais testados possui
atividade anti-helmintica contra o acantocéfalo;

- Avaliar as respostas hematologica, metabodlica de tambaquis saudaveis, através
da adicdo a racdo do Oleo essencial com melhor resultado in vitro contra o
parasito;

- Avaliar o consumo da ragédo experimental, contendo 6leo essencial de tomilho

pelos peixes;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Peixes

Foram encaminhados ao laboratdrio de Microbiologia e Parasitologia de
Organismos Aquaticos, do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP) 30
juvenis de tambaqui (48,96 + 9,679 de peso e 17,77 = 4,22cm de comprimento)

de uma estacao de piscicultura comercial localizada na regido norte do Brasil, no
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Estado de Rondonia, naturalmente infectados por Neoechinorhynchus buttnerae
com elevada taxa mortalidade em peixes de diferentes faixas etarias.

Os animais foram alojados em duas caixas plasticas circulares, com
capacidade para 310 litros de agua, em sistema estatico, com uma troca parcial
de agua de aproximadamente 20% do volume uma vez ao dia, onde foram
alimentados uma vez ao dia, com racdo comercial para peixes onivoros (32% PB
- Trouw Nutrition) e mantidos nestas condicbes até a realizacdo de todos os
testes in vitro.

Pra o ensaio in vivo foram utilizados 90 juvenis de tambaqui com peso
meédio de 135,53 £15,16g, comprimento total de 20,08 £ 0,97cm e comprimento
padrao de 17,20 = 1,01cm, provenientes da estacao de piscicultura do CAUNESP.
Destes, dez animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia por seccao de

medula para avaliacéo parasitologica antes da conducao do ensaio.

4.2 Coleta dos parasitos

Para a coleta dos parasitos, os peixes foram anestesiados em solucédo de
benzocaina (1 ¢/10 litros de &gua) até que cessassem 0S movimentos
operculares. Em seguida, procedeu-se a eutanadsia dos mesmos através de
seccdo medular. Os animais foram dissecados para a remocao do trato digestério,
o qual foi aberto e lavado com solucdo de salina (0,85%) para a remoc¢édo dos
helmintos. Os parasitos que se encontravam fixados a mucosa intestinal foram
retirados por raspagem delicada ou extracdo com pinga anatdomica. Os helmintos
obtidos foram contados para determinacdo da abundancia parasitaria.

Quarenta espécimes foram depositados em placas de Petri contendo agua

~

destilada, levadas a geladeira por duas horas até a exposicao da probdscide.
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Apoés, os parasitos foram transferidos para frascos contendo solugcédo alcodlica
(75%) para fixacdo e posterior identificacdo da espécie por técnicas de

microscopia oOptica.

4.3 Identificacéo dos parasitos

A preparacdo dos espécimes para observacdo em microscopia foi
conduzida conforme descrito por PETROCHENKO (1971 Apud Eiras et al. 2000).
Os espécimes, fixados em alcool (75%), foram colocados sobre lamina de
microscopia e cobertos com uma gota de glicerina (25%) para o clareamento, e
posteriormente, cobertos com laminula, para observacdo das estruturas nos
exemplares menores. Para espécimes maiores, a concentracdo de glicerina foi
aumentada para 50% introduzindo-se a solucdo entre lamina e laminula com
auxilio de uma pipeta.

ApOs o preparo, os parasitos foram examinados em microscopio 6ptico,
equipado com camera fotografica, em aumento de 40X e 100X. As
microfotografias foram utilizadas para observacdo dos aspectos morfolégicos
relevantes para a identificacdo da espécie.

A identificacdo dos parasitos foi realizada com base nas caracteristicas
morfolégicas como forma, tamanho e disposicdo dos ganchos na probdscide,
tamanho e posicdo dos testiculos, forma da glandula de cimento, tamanho e

forma dos ovos, de acordo com o proposto por EIRAS et al. (2000).

4.4 Oleos essenciais
Foram utilizados cinco 6leos essenciais puros de alho (Allium sativum),

melaleuca (Melaleuca alternifolia), hortela pimenta(Mentha piperita), manjericao
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(Ocimum basilicum) e tomilho (Thymus vulgaris), adquiridos da empresa
Phytoterapica®. A identificacdo e avaliacdo dos constituintes de cada Oleo
essencial foi realizada no Laboratorio de Cromatografia, do Departamento de
Quimica, da Universidade Federal de Minas Gerais, através da cromatografia
gasosa, com sistema cromatografico composto por GC-MS Agilent 6890N
equipado com detector seletivo de massas HP5975, injetor automatico 7683B e

coluna capilar HP5 (30 x 0,25mm; 0,25um).

4.5 Ensaio in vitro

O ensaio in vitro foi conduzido em 130 placas de Petri (26 placas para cada
Oleo essencial), contendo dez acantocéfalos e 20ml de solucéo salina (0,85%) por
placa, seguindo a metodologia proposta por CUSTODIO-COSTA et al. (2017) com
adaptacdes, para avaliar a atividade anti-helmintica de cada 6leo essencial sobre
0s acantocéfalos.

Para permitir a solubilizacdo dos OE na solucdo salina, cada O6leo foi
previamente diluido em dimetilsulfoxido (DMSO- Sigma-Aldrich®) na proporcao de
uma parte de OE para 20 partes de DMSO. Cada 6leo essencial foi testado
através da inoculacdo de 20ul, 40ul, 80ul e 160ul da solucdo em DMSO nas
placas de Petri contendo os parasitos e solucdo salina, resultando na exposicao
dos acantocéfalos as concentracdes 50mg/l, 100mg/l, 200mg/l e 400mg/l de cada
Oleo essencial.Cada grupo experimental, contou com cinco repeti¢Bes.Dois
grupos controle forem utilizados: solugéo salina (0,85%) e solugao salina + DMSO

(solucao solubilizante).
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Os parasitos foram monitorados a cada 15 minutos durante duas horas, e
considerados mortos 0s que permaneceram imoveis apos estimulacdo mecanica

com uma agulha.

4.6 Ensaioin vivo

4.6.1 Desenho experimental

Oitenta peixes foram divididos em quatro grupos, alimentados com racao
contendo diferentes niveis de inclusédo de O.E. deT. vulgaris, 0% (controle), 1%
(T1), 2% (T2) e 3% (T3). Os animais foram distribuidos em 16 caixas plasticas de
100 litros, mantidos em renovacdo constante de agua e aeracdo suplementar,
alimentados uma vez ao dia com racdo comercial para peixes onivoros (32% PB -
Trouw Nutrition) e mantidos nessas condi¢cdes para aclimatacdo durante 15 dias
até o inicio do experimento.

Diariamente, foram preparadas dietas contendo 0%, 1%, 2% e 3% de 0leo
essencial de T. vulgaris, adicionando-se o 6leo a uma racdo comercial para
peixes onivoros (32% de proteina bruta) misturados manualmente até a completa
homogeneizacdo. Para facilitar a incorporacdo, nas dietas contendo 1 e 2% de
O.E., estes foram previamente diluidos em 6leo de soja até que se completasse
3% do peso da racdo. A dieta isenta de fitoterapico foi adicionada a 3% de 6leo de
soja. Depois de preparada, as racdes foram mantidas refrigeradas até o momento
da utilizacdo. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com as ragdes
experimentais (4% do peso vivo), divididas em duas parcelas, pela manha, e ao

final da tarde durante 15 dias.
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4.6.2 Colheita sanguinea

Ao final de 15 dias de alimentacao, trés peixes de cada caixa, totalizando
12 animais por tratamento foram anestesiados por imersdo em solucdo de
benzocaina (1 g/10 litros de agua) até que cessassem 0S movimentos
operculares. Em seguida, uma amostra de sangue foi coletada por puncdo do

vaso caudal com seringas estéreis.

4.6.3 Analises hematoldgicas

Para preparo das extensdes sanguineas, uma gota de sangue sem
anticoagulante foi colocada diretamente sob uma lamina de microscopia e com
auxilio de uma extensora, o sangue foi espalhado e a lamina deixada secar em
temperatura ambiente por 2 horas. Apés esse periodo, as laminas, em duplicata,
foram coradas utilizando o método de Rosenfeld (1947) e posteriormente
analisadas em microscoépio 6ptico (aumento de 1000X) para a contagem para
total e diferencial de trombdcitos e leucécitos (Hrube & Smith, 1998).Para a
determinacdo da quantidade de eritrocitos (RBC), foi utilizada uma aliquota de
10ul de sangue ja contendo anticoagulante adicionada a dois ml de formol citrato
e, posteriormente, os eritrécitos totais foram contados em camara de Neubauer. O
hematécrito foi determinado através da centrifugacdo do sangue contendo
anticoagulante em centrifuga de microhematdcrito a 1500 g por cinco minutos
(Goldenfarb et al., 1971). A determinac&o da quantidade de hemoglobina presente
no sangue foi realizada através do método da cianometahemoglobina (Collier,
1944).Foram utilizadas as equacdes hematimétricas de acordo com Wintrobe

(1934) para a determinagcéo do volume corpuscular médio (VCM), concentracdo
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de hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragcdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM).
Volume corpuscular médio (VCM):

VCM = Hemato6crito X 10
B RBC

Hemoglobina corpuscular média (HCM):

HCM = Taxade hemoglobina X 10
B RBC

Concentragcdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM):

Taxa de hemoglobina X 100

CHCM = —
Hematdcrito

Os valores de proteinas totais do soro, albumina, aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) foram determinadas utilizando kit
comercialLabtest®e mensuradas em  espectrofotometro  (Unico 2100
Espectrofotdmetro) de acordo com as instrucbes do fabricante. Os valores de
globulina foram obtidos através da subtracdo da quantidade de albumina da

proteina total. Os resultados foram expressos em g dI™.

5 ANALISE ESTATISTICA

5.1 Ensaioin vitro

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
versao 7.00. Os valores de sobrevivéncia dos parasitos foram expressos como
meédia + desvio padrdo da média. Os dados foram testados para normalidade pelo
método Kolmogorov-Smirnov e as diferencas pelo teste de Kruskall-Wallis e

posteriormente comparadas aos controles pelo teste de Dunn.

5.2 Ensaioin vivo

35



A distribuicdo dos dados foi testada para a normalidade pelo método de
Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuicdo normal tiveram as
diferencas avaliadas por andlise de variancia ANOVA e as diferencas comparadas

pelo teste de Tukey.

6. RESULTADOS

6.1 Andlise dos 0leos essenciais

As composicles centesimais dos 0Oleos essenciais utilizados neste estudo
encontram-se na Tabelas 2. A andlise cromatografica gasosa realizada confirmou
a identidade dos cinco 6leos comerciais utilizados.

Os componentes majoritarios do o6leo essencial de alho foram dialil-
disulfeto e dialil trisulfeto(57%), do Oleo essencial de manjericdo olinalol e o
estragol (92%), do Oleo essencial de melaleuca o y-terpineno (15,3%) e o
terpinen-4-ol (46,8%). Os compostos mentona e mentol corresponderam a 67,3%
da composicdo do OE de hortela pimenta. JA o Oleo essencial de tomilho
mostrou o timol como componente mais abundante (50,3%), seguido de o-cimeno

(20,8%), linalol (9,1%) e carvacrol (8,9%).
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Tabela 2. Composicéo centesimal dos 6leos essenciais de A. sativum, O. basilicum, M. alternifolia, M. piperita e T. vulgaris

Componente

Oleos essenciais

Allium sativum

Ocimum basilicum

Melaleuca alternifolia

Mentha piperita

Thymus vulgaris

alil metil disulfeto
1,8-cineol
3-metoxy octano
acetato bornila
acetato fenchila
acetato mentila

alil metil tetrasulfeto

alil metil trisulfeto
Canfora
carvacrol
cis-calameno
dehidrocarvona
dialil disulfeto
dialil tetrasulfeto
dialil trisulfeto
dimetil tetrasulfeto
dimetiltrisulfeto
dipropil disulfeto
Estragol
isoborneol
isomentona
isopulegol
limoneno

Linalool

Menteno

9,30%
0,40%
0,50%
0,60%
0,40%
2,80%
6,60%
0,10%
23,30%
13%
33,70%
1%
2,30%
1,20%
69,70%
0,20%
22,30%
0,30%

2,30%

1%

2%

5,30%

4,60%

4,90%
2,50%
2%

1,40%

8,90%

1%

1,70%

1,20%
9,10%
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mentofurano
Mentol
mentona
Mirceno
neo-isomentol
0-cimeno
oxido cariofileno
p-cimeno
piperitona
pulegona
sabineno
terpinen-4-ol
terpinoleno
Timol

timol metil eter
t-ocimeno
viridiflorino
a-felandreno
a-pineno
a-terpineol
a-terpineno
a-thujeno
B-cariofileno
B-gurjuneno
B-pineno
y-terpineno
o-cadineo
Qutros 6,40%

0,10%

0,60%

0,30%

0,10%

0,20%

0,60%

1%

0,60%

5,60%

0,50%
46,80%
3,60%

1,30%
0,40%
4,60%
3,40%
7,70%
0,60%

0,90%
1,30%
15,30%

2,50%

38,10%
29,20%
0,40%
2,80%
20,80%
0,80%
2%
0,20%
50,30%
0,60%
0,80% 1,30%
1,60%
0,70%
0,20%
0,20%
0,70%
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6.2 Identificacdo dos parasitas

A identificacdo dos parasitas, realizada com base nas caracteristicas
morfologicas confirmou se tratar do género Neoechynorhynchus.

A observacdo dos espécimes ao microscopio revelou a presenca de
probdscide relativamente pequena em relagdo ao corpo, dotada de trés tipos de
ganchos: grandes superiores, médios e pequenos inferiores arranjados em seis
linhas (Figura 2). Os ganchos médios e inferiores apresentam um alinhamento em
um anico plano, enquanto 0s maiores apresentaram ganchos superiores em dois
planos entrepostos. Os machos apresentaram poro genital terminal, enquanto nas

fémeas, 0 mesmo apresentou localizagdo subterminal(Figura 3).

Figura 2: Microfotografia de N. buttnerae evidenciando a probdscide provida de
ganchos grandes (G), médios (M) e pequenos (C).

39



Figura 3: Microfotografia da regido posterior dos acantocéfalos mostrando posi¢ao
do poro genital subterminal na fémea e terminal no macho (setas).

6.3indices parasitarios

Os peixes apresentaram grande quantidade de parasitos distribuidos por
todo intestino. O nimero médio de parasitos encontrados por peixe foi 338,8 +

148,38. A prevaléncia observada foi de 100%.

6.4 Ensaioin vitro

O ensaio in vitro revelou que todos os O6leos essenciais testados
apresentaram alguma atividade contra o parasito N. buttnerae, no entanto,
através da andlise geral de todas as concentracdes testadas (50 mg/L a 400
mg/L), os 6leos essenciais de tomilho e alho apresentaram maiores atividades
contra o parasito.

Na concentracao mais baixa testada (50 mg/L), o 6leo essencial de tomilho

se destacou em comparacdo a todos 0s outros grupos, sendo o Unico tratamento
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estatisticamente diferente do grupo controle. Apés 120 minutos de exposicéo, o

0leo essencial de tomilho inativou mais de 40% dos parasitos expostos a esta

concentracédo (Figura 4).
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Figura 4: Sobrevivéncia média dos acantocéfalos expostos aos O.E.s de A.
sativum, M. alternifélia, M. piperita, O basilicum e T. vulgaris, contra N. buttnerae
na concentragdo de 50mg/L. “*” indica diferenga estatistica entre o tratamento e o

controle (P<0,05).

O o6leo essencial de tomilho também se destacou na concentracdo de 100
mg/L, com apenas 30 minutos de exposicdo, ja havia inativado quase 60% dos
parasitos. Ao final, o tomilho inativou cerca de 80%, o alho cerca de 60%, e a
menta30%. Embora numericamente o alho tenha se mostrado superior, a analise
estatistica revelou diferenca significativa apenas entre o O.E. de hortelda pimenta e

de tomilho em relacdo ao controle (FIGURA 6).
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Figura 5: Sobrevivéncia média dos acantocéfalos expostos aos O.E.s de A.
sativum, M. alternifélia, M. piperita, O basilicum e T. vulgaris, contra N. buttnerae
na concentragao de 100mg/L. “*” indica diferenga estatistica entre o tratamento e

o controle (P<0,05).

Na concentracdo de 200mg/L, todos os fitoterapicos testados apresentaram
efeito sobre os parasitas, diminuindo sua sobrevivéncia em relacdo ao controle,
sendo que os Oleos essenciais de tomilho e alho mataram 100% dos parasitas,
enquanto o horteld pimenta, a melaleuca e o manjericdo 90 + 17,32%, 78,18 +
22,93% e 66 + 20,74%(Figura 6).

Todos os 6leos essenciais apresentaram atividade contra o N. buttnerae na
concentracdo mais alta, sendo estatisticamente diferentes dos grupos controles
em todos os tempos analisados. No entanto, novamente, o 6leo essencial de
tomilho mostrou um rapido efeito sobre os acantocéfalos, inativando 100% destes
em apenas 30 minutos de teste. Ao final de 120 minutos de exposi¢cdo, a

sobrevivéncia dos parasitos foi inferior a 2% em todos os tratamentos (Figura 7).
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N. buttnerae (n)

Figura 6: Sobrevivéncia média dos acantocéfalos expostos aos O.E.s de A.
sativum, M. alternifélia, M. piperita, O basilicum e T. vulgaris, contra N. buttnerae
na concentragdo de 200mg/L. “*” indica diferenga estatistica entre o tratamento e

o controle (P<0,05).
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Figura 7: Sobrevivéncia média dos acantocéfalos expostos aos O.E.s de A.
sativum, M. alternifélia, M. piperita, O basilicum e T. vulgaris, contra N. buttnerae
na concentragao de 400mg/L. “*” indica diferenga estatistica entre o tratamento e

o controle (P<0,05).
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6.5 Ensaioin vivo

A hematologia do tambaqui alimentado com racdo contendo diferentes
concentracfes do 6leo essencial e tomilho ndo tiveram mudancas significativas. A
contagem de eritrécitos (RBC), hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM, e CHCM
nao diferiram entre os tratamentos, e, quando diferiram, foram iguais ao grupo
controle (Tabela 3).

Com relacéo aos leucdcitos, apesar de ndo serem encontradas diferencas
significativas entre as diferentes concentracdes de 6leo essencial de tomilho e o
grupo controle, o grupo que recebeu 2% do 6leo apresentou média de leucécitos
superior as demais concentracdes e ao grupo controle. Ja para a contagem
diferencial de leucdcitos, todas as células (trombdcitos, mondcitos, linfécitos,
neutroéfilos, eosindfilos, basofilos e célula granulocitica especial) ndo diferiram
estatisticamente do grupo controle, todavia, o grupo que alimentado com racao
contendo 2% de Oleo essencial de tomilho apresentaram sempre maior
guantidade de células de defesa que as demais concentracdes e grupo controle
(Tabela 3).

Tabela 3. Parametros hematologicos de tambaqui alimentado com diferentes

concentragdes de 6leo essencial de tomilho (T. vulgaris)durante 15 dias.

Controle T. vulgaris
1% 2% 3%

Hematdcrito % 30,9+2.2 31,9+ 1,7 323+1,7 30,2+2.2
Eritrécitos cel X10%ul 1,64+0,38"® 173+044® 195+025"  1,80+0,23"
Hemoglobina g/dl 7,06 +057"® 7,42+048"  758+044"  6,87+0,69°
VCM fl 206,8+89.9 2154+138  166,0+17,3  169,7+17,3
HCM pg/cel 47,4 + 225 49,6 + 31,2 389+34 38,6 +4,5
CHCM g/dl 229+1,7 228+15 245+1,3 22,8+1,7
Leucécitos
otais cel/ul 12.792 + 5798 11.764 +3859 17.319+6326 11.199 + 1676
Trombécitos cel/ul 15819+ 9829 14898+ 11857 12320+6469 13565+ 7 778
Mondcitos cel/pl 543,0 £569,7 747,2+569,7 1013,8+777,1 725,4+ 366,0
Linfocitos cel/ul 11749 +5201 9809 + 3236  12170+4898 9496 + 1728
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Neutrofilos cel/pl 713+92,4

Eosinofilos cel/pl 73,8 +92,43
Basdfilos cel/ul 0

CGE cel/pl 39,8+ 72,0

1018 +1 102
146,6 + 228,2

0

42,8 + 56,2

1383 +1 126 824 + 485
211,4+200,1 107,7+92,0

0

59+19,7

72,7 +103,7 39,1+ 34,6

A suplementacdo alimentar

com diferentes concentracbes de Oleo

essencial de tomilho nao influenciou os parametros bioquimicos do tambaqui apés

15 dias de alimentacao (P>0.05), com excecado da quantidade de proteinas, que

foi superior nos peixes alimentados com dieta contendo 3% do Oleo essencial,

diferindo dos demais grupos experimentais. Os resultados da ALT, AST,

proteinas, albumina e globulina estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros bioquimicos de tambaqui alimentado com dieta contendo

diferentes concentragfes de Oleo essencial de tomilho (T. vulgaris) durante 15

dias.
Controle T. vulgaris
Unidade 1% 2% 3%
ALT (UILY  63+14 59+23 59+1,4 57+1,4
AST (UL 595+16,8 62,8+17,6 580+188 57,7+17,6
Proteina (gdL™) 354+0,97 363+1,00 3,71+0,94 3,16 +0,87*
Albumina (gdL™ 0,88+0,32 0,74+0,24 0,69+0,20 0,69+ 0,21
Globulina (gdL™) 2,66+0,86 2,88+087 268+08 247+0,73

ALT = alanina aminotransferase; AST = aspartatoaminotransferase

N&o foram observadas sobras de racdo em qualquer uma das unidades

experimentais, indicando que a incluséo de até 3% de 6leo essencial de tomilho

na ra¢cao nao diminui seu consumo.
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7. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram prevaléncia parasitaria de 100%
nos juvenis de tambaqui e a identificacdo morfolégica confirmou tratar-se da
espécie Neoechynorhynchus buttnerae. A intensidade parasitaria de 338,8 *
148,38 foi semelhante a encontrada por outros pesquisadores em peixes de
criacao (JERONIMO et al., 2017; MALTA et al., 2001; MATOS et al., 2017; SILVA-
GOMES et al.,, 2017). Ambos, prevaléncia e intensidade parasitaria foram
superiores aos indices encontrados por Fischer et al., (2003) em ambiente
natural, corroborando a hipotese de que a piscicultura favorece a infestacdo por
N. buttnerae.

No entanto, durante um levantamento parasitario realizado em tambatingas
em dez pisciculturas no municipio de Macapa, no Amap4, Dias et al. (2015),
relataram a presenca de N. buttnerae em apenas uma delas, com prevaléncia de
43,8% e intensidade média de 44 £ 39, bem inferior a observada em tambaquis.

Com relacéo aos fitoterapicos utilizados, o 6leo essencial de tomilho e de
alho demonstraram, in vitro, grande potencial para o controle de acantocéfalos em
tambaqui, mesmo nas concentracdes mais baixas utilizadas.

A eficacia in vitro desses 6leos tem sido demonstrada em Varios
trabalhos,principalmente contra monogendide e protozodrios parasitos de peixes,
sendo escassa a literatura desses compostos contra endoparasitas
(STEVERDING et al., 2005; REVERTER et al., 2014; VALLADAO et al., 2016;
COSTA et al., 2017).

A eficacia do extrato aquoso de alho contra acantocéfalos parasitos de
Clarias batrachus foi avaliada por Rosny et al. (2016) e os autores observaram

mortalidade de 20% a 80% dos helmintos expostos as concentragdes de 50ml/L a

46



200ml/L respectivamente, concentracdes superiores as utilizadas para o 6leo
essencial de alho em nosso estudo e que foi suficiente para inativar 100% de N.
buttnerae.

Na tentativa de controlar monogenéticos de tambaquis, foram avaliados os
compostos Lippia origanoides (SOARES et al.,, 2017), eugenol e Ocimum
gratissimum (manjericdo)através de banho (BOIJINK et al.,, 2015, 2016), e os
resultados demonstraram que L. origanoides foi eficaz apenas in vitro, enquanto o
eugenol apresentou eficacia de 79% in vivo e o OE de Ocimum gratissimum
100% de eficacia contra o parasito.

A eficacia do O. gratissimum em comparagcdo com o0 eugenol, seu
componente majoritario, observada nos estudos de Boijink et al., (2015, 2016),
reforcam a hipétese de que os 6leos essenciais podem apresentar maior efeito
gue seus componentes isolados.

Zheng et al. (2009) avaliaram o efeito da inclusdo de Origanum
heracleoticum e seus principais componentes, timol e carvacrol, na salude e na
resisténcia a infeccdo por Aeromonas hydrophila em Ictalurus punctatus. Estes
autores observaram maior crescimento, melhor fator de condicdo e maior
atividade da lisozima nos peixes alimentados coma dieta suplementada com o
OE, comparada ao grupo controle e aos componentes isolados. J4 com relacao a
resisténcia a bactéria, os componentes isolados também foram efetivos, porém, o
OE foi mais eficaz do que a associacao do timol e carvacrol, e os componentes
isolados foram menos efetivos que, quando associados. Esses achados
corroboram a hipotese de que os componentes minoritarios na composicao dos
OE possuem um papel importante nos seus efeitos benéficos.O timol e o

carvacrol foram os componentes majoritarios na composi¢cédo do OE de T. vulgaris
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utilizado nesse estudo, e a auséncia de efeitos negativos na saude dos peixes
reforca seu potencial para ser usado em dietas para o controle e prevencao de
doencas, uma vez que o 6leo foi eficaz em matar o parasito in vitro e, mesmo em
concentracdes elevadas nao provou efeitos deletérios na saude dos animais.

Em concentracdes mais elevadas, observou-se o0 aumento da atividade
anti-helmintica de todos os fitoterapicos testados, com OE de T. vulgaris e M.
piperita sendo efetivos logo na primeira hora avaliada. J& o A. sativum,
apresentou um padrao diferente, apesar de apresentar eficacia semelhante aos
OE acima descritos, foi mais eficaz com o passar do tempo.

A exposicdo de larvas de nematdides anisaquideos ao 6leo de girassol
adicionado ao OE de T. vulgaris nas concentracdes de 5 e 10% resultou na
mortalidade de 100% dos helmintos ap6sl14 e 7 horas respectivamente. Avaliadas
ao microscopio, as larvas apresentaram danos na cuticula e no aparato digestoério
(GIARRATANA et al., 2014). Assim, podemos inferir que danos a cuticula, apés a
exposicao ao T. vulgaris possam ter ocorrido devido aos terpenos presentes no
OE, que pode ter influenciado positivamente na eficacia deste fitoterapico.

Ao testar a eficacia do 6leo essencial de M. piperita na concentracdo de
160mg/L contra Dawestrema spp. MALHEIROS et al. (2016) constataram
mortalidade de 100%dos parasitos in vitro, todavia, ao realizar testes in vivo com
pirarucus, observaram que o 6leo provocou a morte de 58% dos peixes expostos
ja as menores concentracoes do 6leo (40mg/L). Assim, ressalta-se a importancia
de se analisar os efeitos deletérios que os fitoterapicos possam causar nos
hospedeiros, bem como a importancia de se utilizar fitoterapicos que possuam

eficacia mesmo em concentracdes baixas.
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O OE de T. vulgaris foi o que apresentou eficacia in vitro contra N.
buttnerae desde as menores concentracdes. Pode-se inferir que essa
comprovada eficacia deva-se aos principais compostos deste Oleo, que sdo o
timol terpendide, seu isébmero fenol carvacrol, bem como aglomerados de
flavondides e glicosideos de flavonoides, cuja lipofilia desses compostos parece
desempenhar um importante papel no dano celular causado ao parasito. Diversas
pesquisas relatam a atividade téxica de Oleos essenciais de plantas contra
bactérias e protozodrios parasitos de peixes, através da capacidade dos
monoterpenos e sesquiterpenos, que sao apolares, de penetrar rapidamente na
bicamada lipidica das células, produzindo modificacbes estruturais, como
modificacdo da permeabilidade da membrana e provocando vazamento de ions e
de outros contetidos celulares (BAKKALI et al., 2008; VALLADAO et al., 2016;
COSTA et al.,, 2017). Este mecanismo de acdo pode ser similar para os
acantocéfalos.

A inclusdo de até 3% de O.E. de tomilho na racdo ndo alterou os
parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados neste estudo. Todavia,
mesmo sem demonstrar diferencas significativas, a inclusdo de 2% de O.E. de
tomilho aumentou consideravelmente o niumero de células de defesa (mondcitos,
linfécitos, neutréfilos e eosindfilos) nos peixes. Os leucécitos sdo responsaveis
pela defesa celular e humoral do peixes, realizando um monitoramento constante
de infeccbes e danos teciduais (TAVARES DIAS & MORAES, 2007). Baseado
nestas informacgdes, o Oleo essencial de tomilho demonstra um excelente
potencial como imunoestimulante, além de excelente efeito parasiticida in vitro

contra os acantocéfalos de tambaqui. O estudo in vivo demonstrou também que o
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Oleo essencial de tomilho € seguro para o tambaqui, uma vez que nao causou
efeitos tOxicos nos peixes.

A atividade das enzimas ALT e AST € aumentada quando o animal &
exposto a poluicdo ambiental ou agentes toxicos, mas também pode ser alterada
pelos componentes de uma dieta (Zadmajid & Mohammadi, 2017).Neste estudo, a
inclusdo de até 3% de Oleo essencial de tomilho na racdo do tambaqui,
administrada por 15 dias ndo aumentou a atividade dessas enzimas,
demonstrando ser seguro para os peixes nas condicdes testadas.

O efeito dos fitoterapicos na saude dos peixes pode variar de acordo com a
dose, via de administracdo e duracéo do tratamento. Brum et al., (2017) avaliaram
o efeito da inclusdo dos Oleos esséncias de Ocimum gratissimum e Zingiber
officinale a dieta da tilapia-do-Nilo, na hematologia desta espécie e observaram
que apos35 dias de alimentacdo, a saude dos peixes nao foi influenciada pela
dieta, entretanto, ap6s55 dias de alimentacdo, Z. officinale provocou reducéo no
hematdcrito, na contagem de eritrécitos e nos trombdcitos, além da taxa de
hemoglobina. Por outro lado, Gulec et al., (2013) observaram melhora no perfil
bioguimico de truta arco-iris,Oncorhynchus mykiss, apés sete dias de alimentacao
com dieta suplementada com uma mistura de Oleo essencial de T. vulgaris e
Foeniculum vulgare(1 ml/kg de racao).

Com relagcdo ao uso de anti-helminticos tradicionais, a exposicdo de
tambaquis ao praziquantel por 24 horas ocasionou reducdo da hemoglobina
(MACIEL, 2009). Este periodo de exposi¢do é muito inferior ao analisado neste
estudo, corroborando a hipotese de menor risco associado aos fitoterapicos

guando comparado aos anti-helminticos convencionais.
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O Oleo essencial de T. vulgaris o mais eficaz contra acantocéfalos entre os
compostos testados, apresentando excelente potencial para futuros testes in vivo.
Juntamente com a eficacia comprovada neste estudo, a administracdo oral de
OE. de tomilho ndo causou alteracdes hematoldgicas ou bioquimicas, o que torna
esse 6leo um potente candidato a prevencdo e controle de acantocéfalos em

tambaqui.
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