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RESUMO GERAL

Neoechinorhynchus buttnerae ¢ um acantocéfalo encontrado no intestino do tambaqui
Colossoma macropomum e, atualmente, o maior entrave no cultivo desse peixe. Em
elevadas taxas de infecgéo, este parasito tem comprometido a producéo, especialmente
na regido norte do Brasil. Assim, a primeira etapa deste estudo visou avaliar o tempo de
sobrevivéncia in vitro de N. buttnerae usando o meio essencial minimo de Eagle
(MEME) suplementado com antibidticos, sob diferentes metodologias de manutengdo,
visando propor um protocolo alternativo para a manutencdo de espécimes de N.
buttnerae fora do hospedeiro, que garanta uma maior confiabilidade na realizacéo de
futuros testes com anti-helminticos, para o controle deste parasito. Os resultados da
analise de sobrevivéncia indicaram que a utilizagdo do meio MEME com substituicdo a
cada dois dias, associado a suplementacdo com antibidticos prolongou
significativamente o tempo de sobrevivéncia dos parasitos quando mantido na faixa de
temperatura de 24 a 28°C. Este protocolo foi adotado na segunda etapa deste estudo, que
teve como finalidade avaliar a composicdo quimica bem como o potencial anti-
helmintico in vitro de 11 espécies de Oleos essenciais (OEs) obtidos de diferentes
plantas medicinais, no controle de N. buttnerae, a partir de um delinamento
experimental com um grupo controle e nove concentracdes de cada 6leo essencial, em
triplicata, ap6s 2 horas, 6 horas e 24 horas de exposicdo. Observou-se reducdo nos
valores das Concentracdes Efetivas (CEso) dos oOleos essenciais com o aumento do
tempo de exposicdo, sendo 0s menores valores obtidos com os OEs de Mentha arvensis,
Lippia grata, Lippia origanoides, Croton cajucara morfotipo vermelha, Ocimum
gratissimum, Croton cajucara morfotipo branca e Piper aduncum. Quanto a eficacia in
vitro no controle de N. buttnerae, todos os 6leos essenciais apresentaram 100% de
eficdcia em 24 horas. A analise estrutural dos helmintos expostos aos OESs sugere que a
mortalidade esta associada a dissociacdo do tegumento da camada muscular subjacente,
edema nos espacos lacunares com formacéo de bolhas na subcuticula, inchago corporal,
aumento no volume da cavidade pseudocelomatica e degeneracdo dos 6rgaos
reprodutivos. Portanto, todos os 6leos essenciais avaliados apresentam potencial para o
controle in vivo de N. buttnerae. A eficacia anti-helmintica dos OEs de L. grata, L.
origanoides e O. gratissimum foi avaliada no controle in vivo de N. buttnerae em C.
macropomum, além dos parametros de crescimento, hematoldgicos, bioquimicos,

enzimaticos e histopatoldgicos. Juvenis de tambaqui naturalmente infectados por N.



buttnerae, apds 30 dias de alimentacdo com ragdo contendo OEs de L. grata (0,86 g kg’
1, L. origanoides (0,76 g kg™) e O. gratissimum (1,03 e 2,06 g kg™), resultaram em
100% de sobrevivéncia dos peixes, reducdo na intensidade e abundancia média
parasitaria e o percentual médio de eficacia anti-helmintica dos OEs ficou entre 43.9 e
62.1%. Destaca-se que ap6s o uso dos OES de L. grata, L. origanoides e O.
gratissimum os parametros morfofisiolégicos indicaram a manutencdo da homestase
organica nos peixes, portanto esses OEs sdo boas alternativas terapéuticas no controle

da acantocefalose em C. macropomum.

Palavras-chave: acantocefalose, 0&leos essenciais, fisiologia, histopatologia,

piscicultura



ABSTRACT

Neoechinorhynchus buttnerae is an acanthocephalan found in the intestine of the
tambaqui Colossoma macropomum and is currently the major constraint in the culture
of this fish. At high infection rates, this parasite has compromised production, especially
in northern Brazil. Thus, the first stage of this study aimed to evaluate the in vitro
survival time of N. buttnerae using the minimum essential medium of Eagle (EMEM)
supplemented with antibiotics, under different maintenance methodologies, in order to
propose an alternative protocol for the maintenance of N. buttnerae specimens outside
the host, which guarantees greater reliability in future tests with anthelmintics for the
control of this parasite. The results of the survival analysis indicated that the use of the
MEME medium with replacement every two days, associated with supplementation
with antibiotics, significantly prolonged the survival time of the parasites when kept in
the temperature range of 24 to 28 °C. This protocol was adopted in the second stage of
this study, which aimed to evaluate the chemical composition as well as the in vitro
anthelmintic potential of 11 species of essential oils (OEs) obtained from different
medicinal plants, in the control of N. buttnerae, from an experimental delineation with a
control group and nine concentrations of each essential oil, in triplicate, after 2 hours, 6
hours and 24 hours of exposure. There was a reduction in the Effective Concentrations
(ECso) values of the essential oils with an increase in exposure time, the lowest values
being obtained with the OEs of Mentha arvensis, Lippia grata, Lippia origanoides,
Croton cajucara morphotype red, Ocimum gratissimum, Croton cajucara morphotype
white and Piper aduncum. As for the in vitro efficacy of N. buttnerae control, all the
essential oils were 100% effective within 24 hours. Structural analysis of helminths
exposed to OEs suggests that mortality is associated with dissociation of the tegument
from the underlying muscle layer, edema in the lacunar spaces with formation of
subcutlicle bubbles, body swelling, increased volume of the pseudocelloma and
degeneration of the reproductive organs. Therefore, all the essential oils evaluated have
potential for the in vivo control of N. buttnerae. The anthelmintic efficacy of L. grata, L.
origanoides and O. gratissimum OEs was evaluated in the in vivo control of N.
buttnerae in C. macropomum, besides the growth, hematological, biochemical,
enzymatic and histopathological parameters. Juveniles of tambaqui naturally infected by
N. buttnerae, after 30 days of feeding containing OEs of L. grata (0.86 g kg?), L.
origanoides (0.76 g kg™) and O. gratissimum (1.03 and 2.06 g kg™), resulted in 100%



survival of the fish, reduction in the intensity and average parasitic abundance and the
average percentage of anthelmintic efficacy of OEs was between 43.9 and 62.1%. It
should be noted that after the use of OEs of L. grata, L. origanoides and O. gratissimum
the morphophysiological parameters indicated the maintenance of organic homostasis in
the fish, therefore these OEs are good therapeutic alternatives in the control of

acanthocaphalosis in C. macropomum.

Keywords: acanthocaphalosis, essential oils, physiology, histopathology, fish farming
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INTRODUCAO GERAL

Na piscicultura, inimeras investigagdes relatam a perda do equilibrio na
relacdo entre parasitos, hospedeiros e ambiente (Tavares-Dias e Martins, 2017). A
alta densidade de estocagem comum nos sistemas de producdo, aumenta o contato
entre os individuos potencializando as taxas de transmissdo, 0 que pode levar a surtos
epizoGticos de doencas (Costa et al., 2018). No Brasil, onde a piscicultura ¢ uma
atividade sécio econdmica significante e em expansdo, relatam-se doencas de
diversas origens em sistemas de criagcdo intensiva, com destaque para as doencas
causadas por ectoparasitos e endoparasitos (Martins et al., 2010; Padua et al., 2013;
Moreira et al., 2013; Valladdo et al., 2014; Fujimoto et al., 2019; Chagas et al.,
2019).

Dentre os endoparasitos que acometem o0s peixes no cultivo, os helmintos
(vermes metazoarios) sdo frequentemente negligenciados como agentes causadores
de doencas (Chagas et al., 2015; 2017; Souza et al., 2019). No entanto, a propagacao
e 0 estabelecimento de helmintos parasitos de peixes podem ter consequéncias
prejudiciais para a saude destes organismos quando presentes em numeros elevados
dentro de uma populagdo cultivada com préaticas de manejo deficiente e falta de
planos de biosseguranca (Matos et al., 2017; Soler-Jimenes et al., 2017).

Um grupo importante de helmintos parasitos de peixes sdo os Acanthocephala
(Tarachewiski, 2000; Kennedy, 2006; Sanil, 2011; Santos et al., 2013).
Acantoceéfalos sdo vermes endoparasitos que compreendem cerca de 1.100 espécies
(Golvan, 1994), com aproximadamente metade encontrados como adultos no
intestino de peixes (Nikol, 2006). Os danos mecanicos irreversiveis causados pela
fixacdo da proboscide afetam a arquitetura dos tecidos intestinais levando a
alteracdes histopatolégicas (Sanil et al., 2010; Matos et al., 2017; Aguiar et al.,
2018).

No Brasil, acantocéfalos de diferentes géneros foram registrados em peixes
cultivados. Echinorhynchus briconi foi relatado em matrinxds Brycon amazonicus
criadas em sistema de cultivo intensivo em canal de igarapé e em tanques-rede
(Andrade e Malta, 2006; Malta et al., 2009), Polyacanthorhynchus macrorhynchus
em em pirarucu Arapaima gigas (Marinho et al., 2013) e o Neoechinorhynchus sp.
em pirarucu e pirapitinga Piaractus brachypomus (Silva et al., 2016; Oliveira et al.,

2019). Neoechinorhynchus buttnerae Golvan, 1956 tem sido alvo de grande interesse
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por pesquisadores da area de sanidade de peixes, pois é 0 acantocéfalo que parasita
tambaqui Colossoma macropomum e seus hibridos (Malta et al., 2001; Silva et al.,
2013; Chagas et al., 2015; Pereira e Morey, 2018).

O tambaqui é a espécie nativa de maior valor comercial e a mais cultivada na
regido norte do Brasil (Gomes et al., 2020; Valladao et al., 2020) e lider na producéo
dentre as espécies nativas (IBGE, 2019). Atualmente, ¢ notério o aumento na
demanda de tambaqui nos supermecados, sendo uma das espécies mais populares da
Amazonia, apreciada pelo sabor e de grande representatividade na alimentagéo
(IBGE, 2017).

Estudos recentes registram para essa relacdo tambaqui x N. buttnerae, o ciclo
de vida do parasito (Lourenco et al., 2018); ocorréncia de elevadas taxas de infecédo
em ambiente de cultivo (Malta et al., 2001; Matos et al., 2017; Lourenco et al., 2017,
Chagas et al., 2019; Valladao et al., 2020); danos morfolégicos em diversos graus,
resultantes da acantocefalose (Matos et al., 2017; Aguiar et al., 2018) e evidéncia de
impacto negativo na producdo de peixes hospedeiros (Gomes et al., 2017).
Entretanto, as lacunas referentes ao controle deste parasito sdo preocupantes.

Considerando o uso de plantas medicinais na aquicultura contra
endohelmintiases, os Oleos essenciais extraidos das plantas tem potencial para se
tornarem uma nova geracdo de substancias para uso na aquicultura, com sua
incorporacdo na dieta ou em banhos terapéuticos (Reverter et al., 2014; Valladao et
al., 2015; Chagas et al., 2017; Tavares-Dias, 2018). Oleos essenciais sd0 misturas
complexas de compostos volateis produzidos por organismos Vvivos e isolados apenas
por meios fisicos (pressdo e destilacdo) de uma planta inteira ou parte de planta de
origem taxondmica conhecida (Novak, 2010). Recebem essa denominacéo por terem
aparéncia de 6leos a temperatura ambiente (Barbosa, 2011).

Contra a acantocefalose causada por N. buttnerae em tambaqui, os estudos
sdo escassos, embora haja resultados promissores com 6leos essenciais de espécies
de plantas medicinais cultivadas na Amazonia (Santos et al., 2018; Costa et al.,
2020).

No entanto, mais esforcos ainda sdo necessarios considerando que no cenario
atual: 1) esta doenca parasitaria ainda se configura como uma das maiores restricoes
impostas & producdo do tambaqui no ambiente de cultivo; 2) é necessério o
estabelecimento de protocolos que garantam a manutengdo por maior tempo da

viabilidade parasitéria fora do hospedeiro e que garantam o suprimento de individuos
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para ensaios laboratoriais; 3) o potencial anti-helmintico dos compostos quimicos
derivados das plantas medicinais foi pouco explorado no Brasil diante da
biodiversidade que existe; 4) alternativas precisam buscar solucGes que viabilizem o
acesso dos agentes terapéuticos aos helmintos, que tem com sitio de infec¢do o trato
gastrointestinal e 5) pouco se conhece sobre os possiveis efeitos tdxicos dos
tratamentos fitoterapicos na salde dos hospedeiros, sendo fundamental o uso de
bioindicadores hematolégicos, bioquimicos, enzimaticos e morfolégicos para
tratamentos antiparasitarios.

Este cenario justifica a presente pesquisa cujo objetivo geral foi contribuir
com alternativas baseadas no uso de 6leos essenciais obtidos de plantas medicinais
para o controle da acantocefalose causada por Neoechinorhynchus buttnerae a partir
da proposicao de metodologias e estratégias in vitro e in vivo que reduzam a taxa de
infeccdo sem interferir nas condi¢des de salde do tambaqui. Para tanto as seguintes
hipoteses foram testadas:

- O meio essencial minimo é eficaz para a manutencdo da sobrevivéncia in vitro do
endohelminto intestinal Neoechinorhynchus buttnerae;

- Oleos essenciais extraidos das espécies de plantas Adenocalymna alliaceum, Allium
sativum, Aloysia triphylla, Croton cajucara (morfotipos branca e vermelha
),Curcuma longa, Lippia grata, Lippia origanoides, Lippia sidoides, Mentha
arvensis, Ocimum gratissimum e Piper aduncum sdo eficazes como antihelminticos
contra o acantocefalo Neoechinorhynchus buttnerae, parasito de Colossoma
macropomum;

- O tratamento in vivo da acantocefalose por Neoechinorhynchus buttnerae com
Oleos essenciais é eficaz para reducdo da infeccdo por este endohelminto intestinal
em Colossoma macropomum;

- O tratamento in vivo da acantocefalose por Neoechinorhynchus buttnerae com
6leos essenciais ndo altera os parametros hematoldgicos, bioquimicos e histolégicos

em Colossoma macropomum.

Portanto, a presente tese estd estruturada em trés capitulos, cujos objetivos
especificos de cada um foram:

- contribuir com a padronizacdo de um protocolo para manutengdo da
viabilidade do Neoechinorhynchus buttnerae para os ensaios laboratoriais (Capitulo
1);
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- realizar levantamento da composi¢do quimica e do potencial antihelmintico
in vitro de dleos essenciais de 11 espécies de plantas medicinais cultivadas na
Amazodnia (Capitulo 2)

- verificar a eficdcia do uso de Gleos essenciais com maior eficicia anti-
helmintica in vitro, adicionados a racéo, na intensidade parasitaria de N. buttnerae e
avaliar os possiveis efeitos destes tratamentos nas respostas de desempenho
zootécnico, hematoldgicas, bioquimicas, enzimaticas e morfolégicas de Colossoma

macropomum (Capitulo 3).
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Capitulo 1

Protocolo para manutengdo in vitro de Neoechinorhynchus buttnerae, um

acantocéfalo de Colossoma macropomum
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Resumo

Neoechinorhynchus buttnerae (Acanthocephala) € um parasita encontrado no
intestino do tambaqui Colossoma macropomum e surtos de infeccédo por este parasito
tem comprometido a producdo na piscicultura, especialmente na regido norte do
Brasil. O presente estudo avaliou o periodo de sobrevivéncia in vitro de N. buttnerae
no meio essencial minimo de Eagle (MEME), sob diferentes metodologias de
manutencdo. Para tanto, trés ensaios foram realizados para avaliar se as variaveis
temperatura, suplementacdo com antibidticos e substituicdo/ndo substituicdo do meio
nutriente influenciariam na sobrevivéncia, indicada pela motilidade e morfologia dos
acantocéfalos. Os resultados da andlise de Kaplan-Meier indicaram que o uso de
MEME suplementado com penicilina e estreptomicina e trocado a cada dois dias,
prolongou significativamente a sobrevivéncia do parasito quando mantido a uma

temperatura entre 24 e 28 °C. Por conseguinte, este estudo descreve um protocolo
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alternativo para a manutencdo de espécimes de N. buttnerae fora do hospedeiro e
assegura uma maior confiabilidade em testes in vitro futuros com anti-helminticos

visando o controle da acantocefalose.

PALAVRAS-CHAVE: Acanthocephala, meio essencial minimo, endoparasito,

viabilidade.
Abstract

Neoechinorhynchus buttnerae (Acanthocephala) is a parasite found in the intestine of
the tambaqui Colossoma macropomum and outbreaks of infection by this parasite
have compromised production in fish farming, especially in northern Brazil. The
present study evaluated the in vitro survival period of N. buttnerae in the minimum
essential medium of Eagle (EMEM), under different maintenance methodologies.
For this purpose, three trials were performed to assess whether the variables
temperature, antibiotic supplementation and nutrient replacement/non-substitution
would influence survival, indicated by the motility and morphology of
acanthocephalans. The results of Kaplan-Meier's analysis indicated that the use of
EMEM supplemented with penicillin and streptomycin and exchanged every two
days significantly prolonged the parasite survival when kept at a temperature
between 24 and 28 °C. Therefore, this study describes an alternative protocol for
maintain N. buttnerae specimens out of the host and ensures greater reliability in

future in vitro tests with anthelmintics for acantocephalosis control.

KEY WORDS: Acanthocephala, minimal essential medium, endoparasite, viability.

1. INTRODUCAO
Acantocefalose é uma doenca causada pelo parasito Neoechinorhynchus
buttnerae Golvan 1956 € que atualmente atualmente representa um entrave
significante no cultivo de peixes na regido Norte do Brasil (Silva-Gomes et al. 2017,
Pereira & Morey 2018, Valladdo et al. 2019). Essa doenca ocorre principalmente no
Colossoma macropomum a espécie de peixe nativo mais produzida no pais (Peixe
BR 2020). Em altas taxas de infeccdo, N. buttnerae causa danos teciduais intestinais

e ao atingir as vilosidades, prejudica a absorcdo de nutrientes no hospedeiro. Dessa
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forma, ha comprometimento da qualidade dos juvenis (De Matos et al. 2017, Aguiar
et al. 2018) e da produtividade de C. macropomum (Silva-Gomes et al. 2017).

Para o estabelecimento de protocolos de tratamento deste endoparasito uma
etapa inicial & realizar um screening de potenciais anti-helminticos a partir de
ensaios in vitro sobre a viabilidade de parasitos, apds exposicao aos farmacos por um
determinado tempo. Nessas condic¢des in vitro, uma exigéncia importante é que 0s
parasitos sejam mantidos vivos fora do hospedeiro por um periodo minimo
necessario para validar os efeitos dos agentes terapéuticos, sejam eles sintéticos ou
naturais, sobre a viabilidade dos parasitos expostos (Ahmed 2014). Assim, a
verificagdo prévia da longevidade e da viabilidade dos parasitos sem influéncia dos
fatores externos sdo essenciais para determinar 0s requisitos ideais in vitro e
monitorar os efeitos da exposicdo aos diferentes farmacos (Scare et al. 2019).

A escolha do meio nutriente para manutencdo dos parasitos € um passo
essencial nos ensaios (Sangmaneedet & Smith 2000). Para tanto, devem ser levadas
em consideracdo as exigéncias nutricionais de cada espécie de organismo testado.
Meios quimicamente definidos contendo aminoacidos, vitaminas e outros
metabolitos essenciais para o crescimento de linhagens de células animais tém sido
empregados para a manutencdo ou cultivo in vitro de parasitos helmintos (Ahmed
2014). Adicionalmente, a incorporacdo de antibidticos nos meios de manutencéo
representa uma alternativa asséptica para a conducdo adequada dos ensaios in vitro
com anti-helminticos (Yasuraoka et al. 2003).

O meio essencial minimo (MEM) tem sido usado com sucesso na manutencgéo
in vitro de espécies de helmintos Cestoda (Bucur et al. 2019), Trematoda (Hardy-
Smith et al. 2012, Uddin et al. 2012), Nematoda (Scare et al. 2019, Heredia et al.
2018, Zofou et al. 2018, Njouendou et al. 2017) e Acantocephala (Harms 1965,
Taraschewisk 1990) ao longo dos anos. Todavia, sdo escassos 0s estudos sobre
viabilidade de N. buttnerae fora do hospedeiro e de metodologias padronizadas in
vitro para avaliacdo de anti-helminticos (Valladao et al. 2019). Assim, considerando-
se a importancia de se encontrar substancias que controlem a acantocefalose na
criacdo de tambaquis no Brasil, 0 presente estudo teve como objetivo determinar o
tempo de sobrevivéncia de N. buttnerae no meio essencial minimo de Eagle
(MEME) suplementado com o0s antibidticos penicilina e estreptomicina, sob

diferentes condicGes de manutencgéo e temperatura.
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2. MATERIAL & METODOS

2.1 Aquisicgéo dos peixes e parasitos
Vinte espécimes de C. macropomum (19,3+0,12cm e 268,7+6,17g) naturalmente
infectados por N. buttnerae (634,1+129,7 de intensidade média) foram adquiridos em
piscicultura comercial com registro de ocorréncia da acantocefalose e transportados
para o setor de piscicultura da Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus, Brasil). Os
peixes foram mantidos em tanques de fibras de vidro com capacidade de 1.000 litros,
com aeragdo constante e aquecimento, durante 30 dias.

Apobs anestesia (benzocaina, 250 mg/L) e eutanasia dos peixes por sec¢do da
medula espinal, usando protocolo de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA 2018 e aprovado pela Comissédo
de Etica no Uso de Animais da Embrapa Amazonia Ocidental (Protocolo N°
03/2018), os intestinos dos peixes foram removidos e dissecados sendo os helmintos
retirados do lamen intestinal, transferidos para placas de Petri contendo soro
fisiologico (0,9%) e visualizados com o auxilio de um estereomicroscopio (Leica,
EZ4). O acesso ao patrimdnio genético (peixes e parasitos) foi regularizado por meio
do cadastro AB1FOFA, do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN),
Ministério do Meio Ambiente (MMA).

2.2 Ensaios de viabilidade

Em laboratorio, ap6s duas lavagens em solugdo tampdo fosfato (PBS), os
helmintos vivos foram transferidos para placas de Petri contendo 5 mL do meio
essencial minimo/MEM Eagle (Sigma-Aldrich, UK), suplementado com 100 U/mL
penicilina (Life Technologies) e 100 ug/mL estreptomicina (Life Technologies).

Trés tratamentos foram realizados: no primeiro, ndo houve a suplementacdo com
antibioticos (SA) e nem reposicdo do meio nutriente (SR), sendo o controle negativo:
SASR [--]; no segundo tratamento, 0 meio foi suplementado com antibi6ticos (CA)
e ndo houve reposicdo do meio (SR), configurando o tratamento: CASR [+-]. No
terceiro tratamento, tanto a suplementacdo com antibiéticos (CA) quanto a reposicao
do meio (CR) a cada dois dias foram efetuados: tratamento CACR[++]. Em cada
ensaio, as placas de Petri contendo os parasitos (n = 10) foram incubadas em cinco
temperaturas: 24°C, 26°C, 28°C, 30°C e 32°C, com trés repeticbes cada.

A andlise de sobrevivéncia foi realizada a cada 24 horas até que todos o0s



29

parasitos morressem. Parasitos considerados mortos foram aqueles que apresentaram
auséncia de qualquer motilidade, mesmo apos estimulo (Oliveira et al., 2019). Estes
foram descartados, mantendo-se nas placas somente 0s parasitos vivos, 0S quais
apresentavam movimentos rapidos ou lentos de parte do corpo ou do corpo inteiro,
movimentos discretos da probdscide ou do fluido corporal, com movimentacdo dos
6rgdos internos. visando associar descritores morfolégicos as mudangas ha
motilidade com o tempo, alteracbes corporais nos helmintos foram registradas ao
longo dos ensaios: mudancas macroscépicas no tegumento, mudancas na coloracao,
inchaco ou desidratacdo corporal, deterioracdo dos 6rgaos internos e perda da

integridade do corpo.

2.3 Analises estatisticas

O tempo de sobrevivéncia (dias) foi determinado a partir do inicio dos
experimentos até a ocorréncia da morte de cada parasito. Este fator foi utilizado na
analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. As curvas de sobrevivéncia obtidas em
cada tratamento e entre a mesma temperatura de tratamentos diferentes foram
estatisticamente comparadas pelo teste log-rank, considerando significante quando
p<0,001. A analise estatistica foi efetuada com auxilio do programa Prism versédo 5.0
(Prism Software, Irvine, CA, USA).

3. RESULTADOS

3.1 Viabilidade de Neoechinorhynchus buttnerae: motilidade e morfologia

Trés diferentes padrées morfoldgicos e de motilidade foram observados nos
espécimes de N. buttnerae deste estudo: 1) parasitos com enrolamento da porcéao
posterior do metasoma, com enrugamento caracteristico do tegumento e
transparéncia do corpo com facil visualizacdo do pseudoceloma e dos 6rgdos
internos, em especial os orgdos reprodutivos (Figura 1A). Estes apresentavam
movimentos rapidos do corpo todo, ou de partes do corpo, eversdo da proboscide ou
movimentos dos fluidos no pseudoceloma, naturalmente ou sob leve estimulo; 2)
Parasitos parcial ou totalmente inchados com distenséo parcial ou total do corpo e
perda do enrugamento do tegumento (Figura 1B). Neste caso, movimentos lentos de
partes do corpo somente sob estimulo e auséncia de eversdo da probdscide foram

observados e; 3) parasitos escurecidos, totalmente distendidos, inchados, com perda
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do enrugamento do tegumento, ou desidratados e fridveis, com deterioragdo parcial
ou total dos 6rgéos internos ou, deterioracdo do organismo inteiro (Figura 1C). Neste
caso foi observada a auséncia de motilidade, mesmo sob estimulos; estes parasitos

foram considerados inviaveis e no final do tempo de sobrevivéncia.

3.2 Tempo de sobrevivéncia de Neoechinorhynchus buttnerae em diferentes
condic¢des de manutencao e temperatura

Nos ensaios sem a suplementacdo do meio nutriente com antibioticos e sem a
substituicdo do meio (SASR [--]), 0 tempo maximo de sobrevivéncia de N. buttnerae
foi de 20 dias (Figura 2A). Com a suplementacdo do meio com antibioticos, porém
ainda sem a troca do meio (CASR [+-]), esse tempo maximo de sobrevivéncia
permaneceu o mesmo (Figura 2B). Ja com a suplementacdo com antibidticos e com
substituicdo do meio a cada dois dias (CACR [++]), 0 tempo maximo de
sobrevivéncia dos acantocéfalos aumentou para 42 dias (Figura 2C).

No primeiro tratamento (SASR [--]), a amplitude do tempo de sobrevivéncia
mediana (o0 tempo em que a fracdo de sobrevivéncia é igual a 50%) foi de 4 a 7 dias.
Nas temperaturas de 24 °C, 26 °C e 28 °C, o tempo de sobrevivéncia de 100% dos
dos acantoceéfalos foi de 24 horas. Nas temperaturas de 30 °C e 32 °C esse tempo foi
de menos de 24 horas e o percentual de sobrevivéncia de N. buttnerae na temperatura
de 32 °C foi significativamente menor que nas demais temperaturas testadas
(p<0,001). N&o houve diferenca no percentual de sobrevivéncia entre 24, 26 e 28 °C
(Tabela 2).

No segundo tratamento, com a suplementacdo do meio com antibioticos,
porém sem a substituicdo do meio a cada dois dias, (CASR [+-]), a amplitude do
tempo de sobrevivéncia mediana também foi de 4 a 7 dias no entanto, aumentou para
dois dias o tempo de sobrevivéncia de 100% dos acantocéfalos nas temperaturas de
24 °C e 26 °C. Nas maiores temperaturas, esse tempo de sobrevida foi menor que 24
h (Tabela 2). Nas menores temperaturas de 24 e 26 °C, o percentual de sobrevivéncia
foi significativamente maior (p<0,001) que nas maiores temperaturas testadas (30 °C
e 32 °C). N&o houve diferenca significativa (p>0,001) no tempo de sobrevivéncia dos
endoparasitos entre as temperaturas de 26 e 28 °C (Tabela 2).

No terceiro tratamento, com a suplementagdo do meio com antibidticos e com

a substituicdo do meio a cada dois dias (CACR [+-]), os maiores valores foram
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registrados para a amplitude do tempo mediano de sobrevivéncia, que foi de 6 a 21
dias; o tempo méximo de sobrevivéncia de 100% dos helmintos, foi de dois dias, nas
temperaturas de 24 °C e 26 °C e de menos de 24 horas nas demais temperaturas
(Tabela 3).

3.3. O efeito da temperatura no tempo de sobrevivéncia de Neoechinorhynchus
buttnerae entre os tratamentos

Comparando-se controle negativo, SASR [--], com o tratamento, com
suplementacdo de antibioticos e sem a reposi¢do do MEME (CASR [+-]), ndo houve
diferenca nos percentuais maximos de sobrevivéncia dos helmintos em nenhuma das
temperaturas testadas. Valores significativamente maiores (p<0,001) no tempo de
sobrevivéncia foram observados quando houve tanto a substituicdo do meio, quanto a
suplementacdo com antibioticos (CACR [++]), em comparagdo com o0 controle
negativo, nas temperaturas de 24, 26, 28 e 32 °C. (Tabela 4). Em 30 e 32°C, esse
percentual de sobrevivéncia ndo diferiu (p>0,001) entre os tratamentos . Ao
padronizar a suplementacdo do meio com antibiotico nos tratamentos CASR [+-] e
CACR [++], um percentual significativamente maior (p<0,001) de sobrevivéncia foi
observado com o procedimento de reposicdo do meio MEME, nas menores
temperaturas testadas 24, 26 e 28 °C. Na temperatura de 30 e 32 °C o percentual de

sobrevivéncia ndo diferiu (p>0.001) entre os tratamentos (Tabela 4).

4. DISCUSSAO

Nos estudos sobre manutencéo e cultivo in vitro de helmintos, a interpretacao
dos resultados é feita a partir da quantificacdo da viabilidade dos parasitos. Em geral,
o principal parametro avaliado é a inspecdo visual dos movimentos corporais ao
longo do tempo. Essa variacdo na motilidade foi o pardmetro utilizado na avaliacéo
in vitro de helmintos Trematoda (Uddin et al., 2012), Nematoda (Chapman 1994;
Njouendou et al. 2017; Zofou et al. 2018; Scare et al. 2019) e Acantocephala (Costa
et al. 2018).

No presente estudo, além da motilidade, o enrolamento em espiral da parte
posterior do corpo de N. buttnerae, a presenca de rugas no tegumento, a integridade
dos Orgdos internos e 0s movimentos corporais distinguiram claramenteos

acantocéfalos vivos dos mortos, 0os quais apresentaram-se escurecidos, distendidos
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pelo inchaco corporal, ou desidratados e fridveis, com sinais de deterioracdo. Estes
descritores morfolégicos associados & inviabilidade foram similares aos descritos por
Costa et al (2018) para N. Buttnerae ap6s manutencdo nos meios RPMI 1640 e
Leibowitz. Também com Acantocephala, Dunagan (1962) observou que
independentemente do periodo em que 0s parasitos permaneceram moéveis e dos
meios de manutencdo utilizados, eles foram afetados da mesma maneira, ou seja,
com inchago gradual seguido de imobilizagdo. A observacdo das caracteristicas
morfoldgicas distintivas entre 0s parasitos viaveis e inviaveis é uma ferramenta util
para a validagdo dos resultados em ensaios in vitro em especial com produtos
derivados de plantas medicinais cultivadas na Amazonia, em que um possivel efeito
anestésico pode levar a imobilidade temporaria e portanto a erros na interpetragéo da
viabilidade.

O meio essencial minimo (MEM) é composto por uma mistura de sais
organicos e inorganicos, enriquecido com aminoacidos, vitaminas, glucose e outros
componentes essenciais para o crescimento celular. Diferentes formulagcdes de MEM,
como Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e Gibco Iscove's Modified
Dulbecco’'s Media (IMDM) foram avaliadas para manutencdo e tempo de
sobrevivéncia de helmintos (Yao & Assaiama 2017). Em geral, bons resultados
foram alcancados com a manutencdo da viabilidade in vitro a curto e longo prazos,
em ensaios com helmintos Nematoda na fase larval (Njouendou et al. 2017, Heredia
et al. 2018, Zofou et al. 2018) e adultos (Townson 1986), com Trematoda adultos
(Uddin et al. 2012) e com Cestoda na fase larval (Spiliot & Brem 2009). O meio
MEME foi utilizado no protocolo de avaliacdo anti-helmintica in vitro em duas
espécies de acantocéfalos, Neoechinorhynchus rutili e Echinorhynchus truttae
(Taraschewski et al. 1990); porém, sem estudo prévio do tempo de capacidade do
meio em manter os parasitos vivos fora do hospedeiro 0 que garante, de acordo
comValadao et al (2019), que fatores externos ndo possam influenciar a longevidade
durante a avaliacdo de uma substancia terapéutica. Nossos resultados comprovaram a
eficacia do meio MEME na manutencdo in vitro de N. buttnerae com destaque para

100% de sobrevivéncia dos acantocéfalos adultos durante dois dias nas temperaturas

entre 24 e 28 °C.

Conforme relataram Yao & Asayama (2017), contaminagcbes com

substancias ndo identificadas podem ocorrer no meio de cultivo e afetar os resultados
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de viabilidade. No presente trabalho, a suplementacdo do meio MEME com o0s
antibidticos penicilina e estreptomicina somado a substituicdo do meio nas unidades
experimentais a cada dois dias aumentou o tempo de sobrevivéncia in vitro de N.
buttnerae, para até 42 dias, quando incubados a 24°C. Os antibidticos penicilina e
estreptomicina sdo frequentemente usados no controle do crescimento de bactérias
(Pawar et al. 2019, Ulkhaq et al. 2020). A combinagdo de penicilina e estreptomicina
é promissora, visto que a penicilina tem mostrado maior eficacia contra bactérias
Gram-positivas, enquanto a estreptomicina é mais ativa contra bactérias Gram-
negativas aerdbias (Madigan et al., 2016). Ambos antibi6ticos atuam inibindo a
biosintese da parede celular bacteriana, a iniciacdo da sintese da cadeia proteica ou
produzindo proteinas defeituosas (Trabulsi 2008).

A substituicdo do meio de cultivo dos helmintos é justificada pela mudanca
de coloracdo observada nas placas (Njouendou et al. 2017) e para a manutencao das
propriedades ideais do meio (Costa et al. 2018). No entanto, o efeito da reposicéo ou
ndo do meio de cultivo durante os ensaios in vitro é raramente avaliada. Nicholas &
Grigg (1965), cultivando in vitro acantocéfalos Moliniformis dubius, relataram que
mesmo com presenca de PBS no MEME, os helmintos produziram acido em 24
horas de exposicdo, provavelmente segundo os autores devido a liberacdo de
produtos residuais acidos. A escassez de nutrientes e/ou o aumento de produtos
residuais liberados de células vivas ou mortas sdo fatores que podem contribuir para
a perda da viabilidade (Sangmaneedet & Smith 2000). A ndo reposicdo do meio
MEME interferiu na viabilidade de N. buttnerae nas temperaturas de 24, 26 e 28°C e
0 tempo de sobrevivéncia dos parasitos foi reduzido pela metade. Estudos futuros
sobre os principais produtos finais do metabolismo excretor do N. buttnerae poderdo
caracterizar a producdo de &cidos pelo parasito e se a troca do meio adotada no
presente trabalho estaria portanto compensando uma queda significativa de pH e
mantendo 0s parasitos viaveis. Relatos anteriores indicam a importancia de
determinar o pH 6timo para manter a viabilidade dos parasitas. A gama de pH
optimo para salmbes Hexamita isolados dos peixes de agua fria Oncorhynchus
mykiss era de 7,5 a 8,0 (Buchmann & Uldal 1996). O Spironucleus vortens isolado de
Pterophyllum scalare (indigena do rio Amazonas) tinha a gama de pH 6timo de 6,5 a
7,5 para crescimento (Sangmaneedet & Smith 2000).

Todavia, a renovagdo ou ndo do meio néo fez diferenga no tempo de vida de

N. buttnerae mantidos em temperaturas de 30 e 32°C no presente trabalho, o que
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sugere que a propria temperatura elevada limitou a sobrevivéncia dos parasitos. O
impacto da temperatura foi avaliado em poucos estudos de sobrevivéncia in vitro
com helmintos (Hamers et al. 1991, Maya et al. 2010). Costa et al. (2018)
observaram que a temperatura teve significativa influéncia na integridade da
morfologia em N. buttnerae, e que para a manutencdo in vitro por mais tempo, a
temperatura de 24°C é a mais adequada. No presente estudo, a viabilidade de N.
buttnerae foi observada em espectros de temperatura mais amplo, de 24 a 28 °C, e
corrobora com os resultados de Costa et al. (2018) de quanto menor a temperatura,
maior o tempo de sobrevivéncia dos parasitos. Além disso, a desidratacdo com
deterioracdo parcial ou total do corpo do parasito foi observada nas maiores
temperaturas testadas, 30 e 32 °C, onde menor tempo de sobrevivéncia foi observado.
Por outro lado, a temperatura foi considerada o principal fator na morte de
Spironucleus vortens, um parasito intestinal de peixes, em culturas mantidas a 34° C
ou mais (Sangmaneedet & Smith 2000).

A influéncia da temperatura da agua sobre a abundancia de helmintos
Acantocephala em peixes, no ambiente natural € escassamente registrada na
literatura. Pomphorhynchus bubocolli exibiu acentuada sazonalidade nos niveis de
infeccdo, sendo maior nas temperaturas mais baixas no inverno na América do Norte
(Gleason, 1987). Apesar de ndo haver estudo sobre a relagcdo entre a temperatura e 0s
niveis de infeccdo por N. buttnerae em tambaqui in vivo, uma hipotese importante a
ser testada, a maior sobrevivéncia in vitro obtida em temperaturas mais baixas, de 24
°C a 28°C, esta dentro da faixa de temperatura mais adequada para o cultivo da
espécie que é entre entre 25 °C a 27 °C (Woynarovich & Anrooy 2019).

O presente estudo mostrou os resultados promissores de um método viavel
para avaliacdo da viabilidade de N. buttnerae usando MEME suplementado com 2

antibioticos, em diferentes temperaturas de manutencdo. Os resultados sédo

promissores, demonstrando que em temperaturas de 24-26°C € possivel avaliar a

sobrevivéncia do parasito, com a reposicdo do MEME a cada dois dias, por um
periodo superior a 30 dias. O método pode ser aplicado em estudos futuros para
avaliar a acdo de anti-helminticos contra N. buttnerae. Considerando a problematica
da acantocefalose por N. buttnerae no cultivo do tambaqui e a necessidade de
estratégias efetivas de controle desta parasitose, contribuimos no presene estudo com

um protocolo aplicAvel para manutencdo dos especimes de N. buttnerae fora do
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hospedeiro, garantindo mais confiabilidade nos resultados de testes com anti-
helminticos que em estudos futuros poderdo compor o protocolo de tratamento para
estas parasitose, que hoje € o principal entrave na criacdo do tambaqui e seus
hibridos.

5. CONCLUSOES

A suplementacdo do meio MEM na formulagdo Eagle’s com penicilina e
estreptomicina e a substituicdo desse meio a cada dois dias prolongou o tempo de
sobrevivéncia de N. buttnerae de 20 para 42 dias, quando mantidos a 24 °C, de 20
para 34 dias a 28 °C e de 13 para 28 dias, a 28 °C. As temperaturas de 30 e 32 °C néo
favoreceram a manutencdo dos parasitos independente da substituicdo do meio de
cultivo. Portanto, sugere-se um protocolo alternativo para manutengdo in vitro dos
espécimes de N. buttnerae in vitro constituido de MEME, suplementado com 100 U
mL™ penicilina e 100 pg mL™ de estreptomicina, incubacéo de 24 °C e substituicio
do meio a cada dois dias. Este protocolo podera ser utilizado em futuros estudos

visando a avaliacdo de anti-helminticos para o controle de N. buttnerae.
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TABELAS E FIGURAS

Figura 1. Padrdes morfoldgicos observados em espécimes de Neoechinorhynchus

buttnerae mantidos em meio essencial minimo de Eagle (MEME) suplementado com
antibioticos. A: parasitos vivos com enrolamento da porcéo posterior do metasoma
(seta), enrugamento caracteristico do tegumento (cabecas de seta) e a transparéncia
do corpo com fécil visualizacdo do pseudoceloma e dos 6rgaos internos. B: parasitos
moribundos com inchaco corporal (estrela), perda do enrugamento do tegumento e
sem eversdo da proboscide (p) mesmo sob estimulo. C: parasitos mortos, escurecidos
e distendidos, com inchaco corporal (estrela) com perda do enrugamento do
tegumento, com deterioracdo dos Orgaos internos (asterisco) ou desidratados e

fridveis em deterioracdo. Barra: 1cm.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier estimadas para
Neochinorhynchus buttnerae mantidos em meio essencial minimo de Eagle. A: meio
sem suplementagdo com antibioticos e sem reposicdo (SASR [--]). B: meio
suplementado com antibi6ticos e sem reposicdo do meio (CASR [+-]). C: Meio

suplementado com antibioticos e com reposicdo do meio a cada dois dias (CACR

[++D).
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Tabela 1. Periodo mediano, maximo e de 100% de sobrevivéncia, em dias, de

Neochinorrhynchus buttnerae mantidos em meio essencial minimo de Eagle, sem

suplementacdo com antibidticos e sem reposicdo do meio (SASR [--]) e comparagdo por

teste de Log-Rank, das curvas de sobrevivéncia entre diferentes temperaturas.

diferenca significativa (P<0,01).

*indica

Comparagdo por Log-rank test das curvas
de sobrevivéncia

Temperatura N Periodo Periodo Periodo ~ Temperaturas Valores p
mediano de maximo de  (dias) com testadas criticos para
sobrevivéncia sobrevivéncia 100% distribuicdo
(dias) (dias) sobrevi do chi-
véncia quadrado (y°)
24 °C 30 7 18 1 24 °C x 26°C 1,21 0,270
24 °C x 28°C 1,61 0,204
26 °C 30 6 17 1 24 °C x 30°C 20,72 0,0001*
24 °C x 32°C 18,15 0,0001*
28°C 30 6.5 11 1 26 °C x 28°C 0,31 0,579
26 °C x 30°C 0,99 0,319
30°C 30 6 13 < 24h 26 °C x 32°C 11,18 0,0008*
28 °C x 30°C 0,001 0,967
32°C 30 4 7 <24h 28 °C x 32°C 14,83 0,0001*
30 °C x 32°C 10,01 0,0016*

Tabela 2. Periodo mediano, maximo e de 100% de sobrevivéncia, em dias, do

Neochinorhynchus buttnerae mantidos em meio essencial minimo de Eagle, com

suplementacdo com antibioticos e sem reposicdo do meio (CASR [+-]) e comparagdo por

teste de Log-Rank, das curvas de sobrevivéncia entre diferentes temperaturas. *indica

diferenca significativa (p<0,01).

Comparagao por Log-rank test das curvas de
sobrevivéncia

Temperatura N Periodo Periodo Periodo Temperaturas Valores p
mediano de méaximo de (dias) testadas criticos para
sobrevivéncia  sobrevivéncia  com 100% distribuicdo do
(dias) (dias) sobrevi chi-quadrado
véncia ()
24 °C 30 7 20 2 24 °C x 26°C 1,18 0,276
24 °C x 28°C 2,35 0,126
26 °C 30 6 20 2 24 °C x 30°C 1,53 0,216
24 °C x 32°C 19,15 <0,0001*
28 °C 30 7 13 2 26 °C x 28°C 0,072 0,788
26 °C x 30°C 0,006 0,934
30°C 30 7 15 1 26 °C x 32°C 10,02 0,0015*
28 °C x 30°C 2,22 0,138
32°C 30 4 9 <24h 28 °C x 32°C 15,88 <0,0001*
30 °C x 32°C 14,94 0,0001*
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Tabela 3. Periodo mediano, maximo e de 100% de sobrevivéncia, em dias, do
Neochinorhynchus buttnerae mantidos em meio essencial minimo de Eagle, com
suplementacdo com antibioticos e com reposi¢do do meio (CACR [++]) e comparagao por
teste de Log-Rank, das curvas de sobrevivéncia entre diferentes temperaturas; *indica

diferenca significativa (P<0,01).

Comparacao por Log-rank test das curvas de

sobrevivéncia

Temperatura N Periodo Periodo Periodo Temperaturas Valores p
mediano de maximo de (dias) testadas criticos para
sobrevivéncia  sobrevivéncia com distribuicdo do
(dias) (dias) 100% chi-quadrado
sobrevi )
véncia
24 °C 30 21 42 2 24°Cx 26°C 2,95 0,0856
24°Cx28°C 12,40 0,0004*
26 °C 30 12.5 34 2 24°Cx30°C 34,19 <0,0001*
24°Cx32°C 41,25 <0,0001*
28°C 30 13 28 <24h 26 °C x28°C 1,112 0,2908
26°Cx30°C 16,53 <0,0001*
30°C 30 6 16 <24h 26°Cx32°C 29,37 <0,0001*
28 °C x 30°C 18,06 <0,0001*
32°C 30 6 11 <24h 28°Cx 32°C 3,39 0,0656
30°Cx32°C 14,94 0,0656

Tabela 4. Comparacdo por teste de Log-Rank, dos tempos de sobrevivéncia estimados
para Neochinorhynchus buttnerae mantidos em meio essencial minimo de Eagle (MEME),
sem suplementacdo com antibidticos e sem reposicdo do meio (SASR [--]); suplementado
com antibioticos e sem reposicdo do meio (CASR [+-]) e suplementado com antibioticos e
com reposicdo do meio (CACR [++]). Entre parénteses, 0s tempos maximos de
sobrevivéncia. y%valores criticos para distribuicdo do chi-quadrado; *indica diferenca

significativa (p<0,01).

Temperatura Tratamentos CASR [+-] CACR [++]
24 °C SASR [--] (18) v%0,044; p:0,834 (20) x%25,03; p <0,0001* (42)
26 °C SASR [--] (17) %*:10,90; p: 0,723 (20) %*:10,90; p: 0,0010* (34)
28 °C SASR [--] (11) %*:0,212; p: 0,645 (13) ¥*:24,82; p <0,0001* (28)
30°C SASR [--] (13) ¥*: 2,399; p: 0,1214 (15) ¥*:0,002; p: 0,878  (16)
32°C SASR [--] (07) %*:0,575; p: 0,076  (09) y*4,41; p:0,035  (11)
24 °C CASR [+] (18) - ¥*:23,42; p <0,0001* (42)
26 °C CASR [+] (17) - x*:11,47; p <0,0007* (34)
28 °C CASR [+] (11) - ¥*:22,23; p: <0,0001* (28)
30°C CASR [+] (13) - v%:2,39; p:0,1214  (16)
32°C CASR [+] (07) - x*:3,363; p: 0,067 (112)
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Capitulo 2

Eficacia anti-helmintica in vitro de 6leos essenciais no controle de

Neoechinorhynchus buttnerae, um endoparasito de Colossoma macropomum

Artigo a ser submetido a revista: Journal of Fish Diseases
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Eficécia anti-helmintica in vitro de 6leos essenciais no controle de
Neoechinorhynchus buttnerae, um endoparasito de Colossoma macropomum
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Resumo

Este estudo realizou a caracterizacdo quimica e avaliou o potencial anti-helmintico in
vitro de 11 Oleos essenciais (Aloysia triphylla, Adenocalymna alliaceum, Allium
sativum, Croton cajucara morfotipos branca e vermelha, Curcuma longa, Lippia
grata, Lippia origanoides, Ocimum gratissimum, Mentha arvensis e Piper aduncum)

no controle de Neoechinorhynchus buttnerae, um acantocéfalo de Colossoma
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macropomum. Os tratamentos dos ensaios in vitro consistiram de um controle e nove
concentracdes de cada Oleo essencial, com trés repeticdes cada, avaliados por 24 h.
Quanto as concentracBes efetivas (CEsp), observou-se em 24 h uma reducdo na
concentracdo dos 6leos com o aumento do tempo de exposi¢do, sendo 0s menores
valores de CEsp obtidos para M. arvensis, L. origanoides, L. grata, C. cajucara
morfotipo vermelha, O. gratissimum, Croton cajucara branca e P. aduncum. Quanto
a viabilidade e eficécia in vitro no controle de N. buttnerae, todos os éleos essenciais
apresentaram 100% de eficacia em 24 h. Quanto ao modo de acdo, observou-se que
A. triphylla causou edema nos espacos lacunares com formacdo de bolhas na
subcuticula, inchago corporal, aumento no volume da cavidade pseudocelomatica e
degeneracdo dos 6rgéos reprodutivos. Portanto, todos os 6leos essenciais avaliados
apresentam potencial para o controle de N. buttnerae. Contudo, estudos in vivo
precisam ser conduzidos para o estabelecimento de protocolos adequados para o

controle e tratamento contra este parasito no cultivo de C. macropomum.

PALAVRAS-CHAVE

Acanthocephala, anti-helminticos, plantas medicinais, tambaqui, tratamento
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1| INTRODUCAO

No Brasil, um dos grandes desafios na busca por uma aquicultura sustentavel
é a manutencdo da salde dos peixes devido as doencas parasitarias. A perda estimada
para o setor aquicola, somente devido as doencas chega a 84 milhdes de dblares/ano,
sem contar a reducdo do potencial reprodutivo e o impacto negativo na conversao
alimentar, diminuindo as taxas de crescimento (Tavares-Dias & Martins, 2017). As
doencas parasitarias sdo um dos principais problemas registrados na criacdo de
peixes nativos como Colossoma macropomum (Fujimoto et al., 2019; Valladdo et al.,
2018). Como alternativas, extratos e 6leos essenciais derivados de plantas medicinais
vém sendo avaliados, em fungédo dos resultados demonstrarem que estes produtos séo
efetivos na reducdo das taxas de infecgcdo para diferentes especies de parasitos (Costa
et al., 2020; Tavares-Dias, 2018; Vallad&o et al., 2020).

O interesse pelas plantas medicinais aumentou em todo o mundo devido aos
seus custos relativamente baixos e efeitos colaterais limitados nos animais (Van Hai,
2015). Dentre os compostos vegetais estudados, os Oleos essenciais e as suas
moléculas estdo entre as alternativas mais promissoras, visando incrementar as
respostas imunes dos peixes, bem como atuar na prevencdo e controle de doencas
parasitarias (Anastasiou & Buchbauer, 2017; Tavares-Dias, 2018; Doan et al., 2020).
A prospeccdo da atividade anti-helmintica de éleos essenciais € uma etapa
obrigatéria inicial para o uso dessas substancias, assim tem sido investigada
principalmente por meio de estudos in vitro no controle de ecto e endoparasitos
(Doan et al., 2020). Estes ensaios sdo uteis como forma de triagem da atividade
antiparasitaria de 6leos essenciais contra ovos (Chagas et al., 2018; Minho et al.,
2020), larvas (Benelli et al., 2017; Chagas et al., 2018; Corral et al., 2018) e adultos
(Costa et al., 2020; Gonzales et al.,, 2020; Soares et al., 2017) de helmintos
pertencentes a diferentes tdxons. Porém, sdo escassas as informacdes sobre os efeitos
de bleos essenciais para controlar e tratar acantocefalose em peixes (Valladdo et al.,
2020), incluindo as infecces por Neochinorhynchus buttnenarae Golvan, 1956, que
acometem frequentemente C. macropomum na Amazonia brasileira.

No Brasil, N. buttnerae é um dos grandes problemas para a criacdo de C.
macropomum, pois provoca obstrugdo intestinal e danos estruturais graves no
intestino dos peixes infectados (Aguiar et al., 2018; Matos et al., 2017), mortalidade
de alevinos (Malta et al., 2001), bem como reducéo no crescimento e perda de peso

dos peixes na fase de engorda, levando a impactos econémicos negativos (Gomes et
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al., 2017; Jerdnimo et al., 2017) ainda ndo estimados. Porém, até o presente momento
nenhum tratamento terapéutico para o controle de N. buttnerae em C. macropomum
esta disponivel, embora estudo recentes busquem por tratamentos alternativos para o
tratamento da acantocefalose (Santos et al., 2018; Costa et al., 2020; Seixas et al.,
2020). Dada a grande diversidade de plantas medicinais com potencial anti-
helmintico, o objetivo deste estudo foi caracterizar os compostos quimicos de 11
6leos essenciais de diferentes espécies vegetais e avaliar seu potencial anti-

helmintico in vitro contra N. buttnerae.

2| MATERIAIS E METODOS
2.1] Obtencéo dos 6leos essenciais

Aloysia triphylla, Adenocalymna alliaceum, Allium sativum, Croton cajucara
morfotipos branca e vermelha, Curcuma longa, Lippia grata, Lippia origanoides,
Ocimum gratissimum, Mentha arvensis e Piper aduncum foram cultivadas na
Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, AM, Brasil (10°56’45.7” S e 37°02°58.5”
W). Amostras de folhas, inflorescéncias, rizomas ou bulbos foram utilizados para a
extracdo dos Oleos essenciais, pelo processo de hidrodestilagdo, com uso de aparelho
tipo Clevenger durante 3 horas (Chagas et al., 2020).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais foi determinada utilizando
cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS). As analises foram realizadas num cromatégrafo de gas Agilent 7890A
acoplado a um detector de massa 5975C e equipado com uma coluna capilar de 5%
de difenil e 95% de dimetilpolissiloxano (DB-5 MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O
programa de temperatura era de 60 a 240 °C, a 3 °C/min. As injec¢cdes foram
realizadas em modo split (1:50) com o injetor a 250 °C. Os componentes do OE
foram identificados através de uma pesquisa em informatica dos seus espectros de
massa com os espectros do Wiley Registry of Mass Spectral Data (62 edicdo) e pela
comparacdo entre os indices de retencdo linear calculados (Van den Dool & Kratz,
1963) e os dados da literatura (Adams, 2007). Dados quantitativos de areas de pico
foram obtidos utilizando um detector de ionizacdo de chama (FID) operado a 280 °C.
As areas foram normalizadas utilizando um padréo interno (octanoato de metila).

Todos os procedimentos envolvidos na coleta das plantas foram aprovados
pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) e registrados no Conselho de Gestdo do
Patrimbnio Genético (CGEN) (Processos n°. A643761 e AB1FOFA).
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2.2| Peixes e aclimatacéo

Cinquenta espécimes de C. macropomum, infectados naturalmente por N.
buttnerae foram adquiridos de uma piscicultura comercial do municipio de Manaus,
estado do Amazonas (Brasil) e transportados para o setor de piscicultura da Embrapa
Amazonia Ocidental, Manaus, AM (Brasil). Os peixes foram aclimatados por duas
semanas em tanques de polietileno de 1.000 litros, em sistema de aquecimento de
agua e aeracdo constante. Durante esse periodo, os peixes foram alimentados duas
vezes ao dia com racdo comercial contendo 32% de proteina bruta até saciedade
aparente.

Os parametros de qualidade da agua registrados durante todo o periodo
experimental foram: oxigénio dissolvido (5,2 + 0,04 mg/L) e temperatura (28,1+ 0,04
°C) com emprego de oximetro digital (YSI Pro20, YSI Inc., USA), pH (5,8 £ 0,23)
com uso de pHmetro digital (YSI F-1100, YSI Inc., USA), alcalinidade (4,95+ 0,341
mg/L) e dureza (8,63+ 0,47mg/L) por titulometria e aménia total (0,694 = 0,0297
mg/L) pelo método de endofenol, de acordo com APHA (1998).

Este estudo foi desenvolvido com a aprovacido da Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental (protocolo 03/2018).

2.3| Ensaios in vitro com os 6leos essenciais no controle de Neochinorhynchus
buttnerae

Juvenis de tambaqui (256 £ 6,14 g e 18,8 + 0,15 cm) passaram por anestesia
profunda (benzocaina, 250 mg/L), seguida de eutanasia por seccdo medular
(CONCEA, 2018) e entdo cada intestino foi coletado para obtengcdo dos espécimes
adultos de N. buttnerae. Os parasitos removidos do intestino de C. macropomum,
com o auxilio de um estereomicroscépio (Leica, EZ4), foram lavados em solucdo de
cloreto de sodio (0,9%) e mantidos em meio essencial minimo (MEME) (Sigma-
Aldrich®), para confirmacdo da integridade morfolégica e da motilidade.

Os parasitos (n = 10) foram transferidos para placas de petri (5,5 cm)
contendo 5 mL de meio MEME, em temperatura ambiente (25+1,0 °C), e os
tratamentos avaliados foram compostos por um controle (meio MEME+Tween) e
nove diferentes concentracBes dos 11 Oleos essenciais selecionados, com trés
repeticdes por tratamento. A. alliaceum, A. sativum, A. triphylla, C. cajucara
morfotipos branca e vermelha, C. longa, O. gratissimum e P. aduncum (ensaio 1) as

concentracdes usadas variaram de 0,19 a 50 mg mL™. Para L. grata, L. origanoides e
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M. arvensis foram utilizadas concentracdes menores, variando de 0,4 a 1,4 mg mL™
(ensaio 2). Todos os Gleos essenciais foram solubilizados usando Tween 80 a 3%
(Sigma-Aldrich®), antes de ser adicionado o meio MEME.

Os parasitos foram observados, com o auxilio de um estereomicroscopio
(Leica, EZ4), a cada 15 m até o periodo de seis horas de exposicdo, e novamente
observados somente ap6s o periodo de 24 h para o registro do nimero de parasitos
vivos e mortos, das alteracbes no comportamento e eventuais deformagbes. Os
parasitos foram considerados mortos na auséncia de qualquer motilidade, mesmo
apos estimulo (Oliveira et al., 2019). Ao final do periodo de avaliacdo, determinou-se
a viabilidade dos parasitos por 24 h calculando-se a concentragdo efetiva (CEsp) nos
intervalos de 2, 6 e 24 horas de exposi¢do de N. buttnerae aos 11 6leos essenciais,
bem como a eficacia anti-helmintica dos dleos, usando o método de Zhang et al.
(2014): AE=[B — T] x 100% / B, onde AE ¢ a eficacia antihelmintica, B € o0 nimero
médio de N. buttnerae mortos no grupo controle e T € 0 nimero médio de helmintos

mortos no grupo tratado.

2.4| Analise estrutural de N. buttnerae exposto ao Oleo essencial de A. triphylla

Para avaliar o efeito do 0leo essencial sobre os tecidos de N. buttnerae,
selecionou-se o dleo essencial de A. triphylla, visando caracterizar o0 modo de acéo
deste. Para isso, amostras dos parasitos do grupo controle e dos expostos aos
tratamentos com as diferentes concentracdes do Oleo essencial foram coletadas ap6s
24 h de exposicdo. Essas amostras de N. buttnerae foram fixadas em formalina
tamponada (5%) por 24 h, para posterior processamento histolégico conforme
metodologia descrita por Culling et al. (1985). As amostras foram desidratadas em
uma serie crescente de etanol e impregnadas em parafina. As sec¢des de 5 um foram
obtidas e coradas com hematoxilina-eosina/HE (Bancroft & Gamble 2002). As
laminas foram qualitativamente analisadas em microscopio de luz (Leica, modelo
DM 500) e fotomicrografias foram obtidas usando uma camera digital (Sony, DSC-
W120).

25 | Anadlises estatisticas
Apobs 24 horas de exposicdo aos 0leos essenciais, 0s dados de mortalidade e
eficacia sobre os acantocéfalos foram submetidos aos testes de normalidade e

homocedasticidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk e Barlett, respectivamente.
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Apos, os dados foram comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido do teste post-hoc de Student Newman Keus (SNK) para
comparagOes multiplas. Esta anlise foi realizada usando o Software Bioestat versdo
5.0. As concentragdes efetivas (CEsp) ap0s 2, 6 e 24 horas de exposi¢do e seus
respectivos intervalos de confianca (95%) foram calculados pelo método Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al 1977). A diferenca entre as CEso foi considerada
significativa quando houve sobreposicdo dos intervalos de confianca (Roditakis et
al., 2005).

3| RESULTADOS
3.1 Composic¢ao quimica dos 0leos essenciais

Os principais compostos encontrados nos 0leos essenciais séo apresentados
na Tabela 1. Os principais constituintes encontrados nos 0leos essenciais foram o
dilapiol (80,7%) em P. aduncum, mentol (86,1%) em M. arvensis, carvacrol (42,2%)
em L. grata, 1,8-cineol (39,5%) em O. gratissimum e p-cimeno (37,8%) em L.
origanoides. Adenocalymna alliaceum e Allium sativum resultaram em 0leos ricos
em compostos sulfurados, particularmente trissulfureto de dialil (34,3% e 58,9%,
respectivamente) e dissulfureto de dialil (34,3% e 25,3%, respectivamente). Os 0leos
dos dois morfotipos de C. cajucara apresentaram compostos diferentes, pois sacaca
branca foi rico em linalol (23,0%), enquanto sacaca vermelha teve germacrenoa D
como constituinte principal (11,5%). O 6leo de Aloysia triphylla foi rico em B-pineno
(22,1%) e os principais constituintes do éleo C. longa foram a-phellandreno (20,2%)

e a-tumerona (19,6%).

3.2| Viabilidade de Neochinorhynchus buttnerae ap6s 24 horas de exposi¢cdo aos
0leos essenciais

A Tabela 2 mostra os valores médios de mortalidade in vitro de N. buttnerae
apos exposicdo as diferentes concentracdes dos 11 Oleos essenciais. Apos 24 h de
exposicdo aos Oleos essenciais todos os N. buttnerae mantiveram a motilidade e a
integridade morfologica no grupo controle usando meio MEME+Tween. Nesse
primeiro ensaio, com 0s 0Oleos de O. gratissimum, C. cajucara, P. aduncum, A.
triphylla, A. aliaceum e A. sativum, na menor concentracdo (0,19 mg mL™),

observou-se uma sobrevivéncia de todos os acantocéfalos, com excecdo do 6leo de
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C. longa que nesta mesma concentracdo apresentou mortalidade de 1,67 + 3,3, mas
que ndo diferiu significativamente (p>0,05) do grupo controle.

A partir da concentracéo de 0,78 mg mL™ do 6leo de A. triphylla se alcancou
a mortalidade de todos os parasitos. Com os 6leos essenciais de A. sativum, C.
cajucara, C. longa, O. gratissimum, P. aduncum, a mortalidade de todos os
acantocéfalos ocorreu nas concentragdes entre 1,56 e 3,12 mg mL™. Com o 6leo
essencial de A. alliaceum, somente nas maiores concentragdes testadas (25 e 50 mg
mL™), o maximo de mortalidade de N. buttnerae foi alcancada (Tabela 2).

No segundo ensaio, 0s Oleos essenciais de L. grata, L. origanoides e M.
arvensis ndo causaram nenhuma mortalidade dos parasitos na menor concentragdo
utilizada, ndo diferindo do grupo controle apos 24 h de exposi¢cdo. Na concentragdo
de 0,8 mg mL™ de M. arvensis houve a mortalidade de todos os acantocéfalos em 24
h de exposicédo, e para Lippia origanoides a mortalidade de todos os acantocéfalos

ocorreu a partir da concentracéo de 1,0 mg mL™ (Tabela 2).

3.3|Concentra96es efetivas (CEsp) dos Oleos essenciais para N. buttnerae em
diferentes tempos de exposi¢cdo

Para os 0Oleos essenciais de C. cajucara morfotipos branca e vermelha, L.
grata, L. origanoides e O. gratissimum, os valores de CEso(2h), CEso(6h) e
CEso(24h) estimadas foram significativamente menores (p<0,05) quanto maior o
tempo de exposicdo, conforme indicado pela ndo sobreposicdo dos intervalos de
confianca. Para o 0leo de P. aduncum, o menor valor de CEs foi registrado apos 2 hs
de exposicdo (0,73 mg mL™) e ndo houve diferenca (p>0,05) entre os valores
estimados para CEs(6h) e CEsg(24h). Para A. tryphylla a proporgéo de mortalidade
monotonicamente crescente em relacdo as concentracdes sé foi observada apdés 2 e 6
h de exposicdo, permitindo a determinacdo da CEsy, somente nestes tempos e com
alta qualidade do ajuste dos dados a relacdo ndo linear, sendo o menor valor de CEsg
registrado em 6 h de exposi¢do. Para os 6leos de A. aliaceum e A. sativum, em razdo
da proporcdo de mortalidade ndo monotonicamente crescente em relacdo as
concentracBes avaliadas, a estimativa da CEsy foi comprometida. Para o 6leo
essencial de C. longa, um valor elevado foi estimado para a CEsp ap6s 2 h de
exposicdo e com grande amplitude do intervalo de confianga. Para o 0leo de M.
arvensis a propor¢do de mortalidade monotonicamente crescente em relagdo as

concentracdes sO foi observada apds 24 h de exposicdo, permitindo a determinacéao
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da CEsp somente neste tempo, mas com baixa qualidade do ajuste dos dados a

relacdo n&o linear (Tabela 3).

3.4| Eficacia anti-helmintica in vitro no controle de Neoechynorhynchus
buttnerae

Quanto a eficicia anti-helmintica in vitro observada para todos os dleos
essenciais, em duas horas de exposi¢cdo, somente os éleos de C. cajucara morfotipos
branca e vermelha e O. gratissimum tiveram 100% de eficacia no controle de N.
buttnerae a partir da concentrago de 6,25 mg mL™ (Figura 1). Para A. triphylla, esta
mesma eficacia foi alcancada a partir da concentracdo de 3,12 mg mL™, e para os
demais 6leos essenciais a eficacia variou de 10 a 90%. Apds 6 h de exposicdo, todos
0s 6leos essenciais alcangcaram 100% de eficacia no controle de N. buttnerae, com
excecdo do Oleo de A. sativum. Apds 24 h de exposicdo, todos os Oleos essenciais
apresentaram 100% de eficacia in vitro no controle de N. buttnerae. Comparando 0s
trés tempos de exposicdo, um percentual significativamente maior de eficacia
antiparasitaria foi observado entre 2 h e 24 h de exposicao de N. buttnerae aos 6leos
essenciais de C. longa (p: 0,012), A. sativum (p: 0,044), L. origanoides (p: 0,023) e
M. arvensis (p: 0,049) (Figura 2).

De forma geral, entre os 6leos que apresentaram os melhores resultados de
eficadcia destacamos A. sativum, C. cajucara morfotipo branca e P. aduncum em
concentracdes a partir de 3,125 mg mL™, C. cajucara morfotipo vermelha, C. longa
e O. gratissimum a partir de 1,56 mg mL™, L. grata e L. origanoides a partir de 0,9
mg mL™?, A. triphylla a partir de 0,78 mg mL™ e M. arvensis a partir de 0,7 mg mL™
(Figura 1).

35| Alteracdes histologicas em N. buttnerae ap06s exposicdo ao 6leo essencial de
A. triphylla

As analises histoldgicas de N. buttnerae vivos, pertencentes ao grupo
controle, revelaram um tegumento espesso, formado por uma cuticula externa bem
marcada pela coloracdo, comumente invaginada formando criptas. Sob a cuticula, ha
uma subcuticula de tecido sincicial com trés zonas: a zona estriada, fracamente
corada, a zona fibrosa, com fibras bem coradas e a zona fibrosa radial, onde se
evidenciam porgBes dos canais lacunares da parede corporal. Abaixo da subcuticula

foram evidenciadas as camadas musculares interna e externa (Figura 3A), que
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delimitam a cavidade pseudocelomética, onde foram visualizadas por¢des dos 6rgdos
reprodutivos (Figura 3B). Essa estrutura tegumentar tambem foi observada nos
acantocéfalos expostos a concentracdes de 0,39 mg mL™ do 6leo essencial de A.
triphylla, que se mantiveram viaveis apds 24 horas de exposicao (Figura 3C). Apoés a
mortalidade de N. buttnerae expostos a 0,78 mg mL™ do 6leo essencial, a
dissociacdo entre a subcuticula e a camada muscular subjacente foi observada
(Figura 3D). Além desta alteracdo, edema nos espacos lacunares com formacdo de
bolhas na subcuticula foram observados nos parasitos expostos a 50 mg mL™ do 6leo
essencial (Figura 3E). Em parasitos expostos a concentragdes maiores que 0,39 mg
mL™ ocorreu inchaco corporal, houve aumento no volume da cavidade

pseudocelomatica e degeneracgdo dos orgdos reprodutivos (Figura 3F).

4| DISCUSSAO

Dentre os produtos naturais de origem vegetal, os terpenos ndo sdo apenas o
maior grupo de compostos quimicos, mas também os que contém a maior
diversidade estruturais (Degenhardt et al., 2009). Isso pode ser evidenciado na
variedade de substancias identificadas nos 0leos essenciais das plantas avaliadas no
presente estudo. Foi grande a variagdo na composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais
das diferentes espécies de plantas medicinais, inclusive entre as espécies da uma
mesma familia, confirmando a natureza quimica altamente variavel dos metabdlitos
secundarios dos 0leos essenciais dessas plantas. Essa mesma diversidade foi relatada
por Joshi et al. (2020) para extratos de plantas e, segundo os autores, a principal
limitacdo foi que estas misturas complexas de fitoconstituintes podem agir de forma
individual ou sinérgica, ou as vezes de maneira antagOnica, resultando em
bioatividades variadas. Entretanto, neste estudo foi observada a elevada mortalidade
in vitro de N. buttnerae com todos os 6leos essenciais avaliados, principalmente nas
maiores concentragoes testadas, revelando o potencial destes 6leos e de seus diversos
compostos quimicos no controle do acantocéfalo N. buttnerae, que hoje representa
um dos maiores problemas sanitarios para o cultivo de C. macropomum.

A variabilidade da resposta bioldgica de cada organismo em funcdo da
suscetibilidade & exposicdo de uma determinada substancia é um fator importante nos
ensaios de toxicidade. Na exposi¢do in vitro de N. buttnerae ao dleo essencial de A.
triphylla a mortalidade foi observada apds duas horas e seis horas de exposi¢éo; no

entanto ap0s 24 h de exposicdo, o alcance de 100% de mortalidade nas concentracfes
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intermediarias comprometeu a estimativa da CEso. J& nos ensaios com M. arvensis, a
mortalidade necesséaria para estimativa da CEsy sO foi alcancada apds 24 h de
exposicdo dos acantocefalos ao 0Oleo essencial. Portanto, o tempo com que o0s
parasitos permaneceram em contato com o Oleo essencial foi importante na
determinacdo do seu efeito tdxico. Esse fato deixa claro a importancia de se
considerar como tempo final de avaliagdo 24 h, no intuito de padronizar 0s
protocolos, conforme recomendado por Oliveira et al. (2019), mas também avaliar os
efeitos em diferentes tempos de exposicdo visando detectar especificidades nas
respostas de cada grupo de parasitos.

As concentracdes efetivas que promoveram a mortalidade de 50% de N.
buttnerae em 6 e 24 horas foram alcangadas com os 0leos essenciais de C. cajucara
morfotipos branca e vermelha, L. grata, L. origanoides, O. gratissimum, e P.
aduncum; estes resultados evidenciam que o0 mesmo padrdo de toxicidade ocorreu
nos mesmos 0Oleos essenciais em ambos tempos de exposicdo usados, exceto para A.
triphylla e M. arvensis. Além disso, houve uma reducédo das concentracOes efetivas
com o aumento do tempo de exposicdo, 0 que €é extremamente desejavel
considerando o protocolo de tratamento do acantocéfalo N. buttnerae em C.
macropomum, pela necessidade de uma menor quantidade de 6leo essencial que
implica em menor custo e pelo menor risco de toxicidade para os peixes. Esse
mesmo padrdo de reducdo da CEsp em funcdo do tempo de exposicdo foi também
relatado por Santos et al. (2018), usando o Gleo essencial de Piper hispidinervum,
Piper hispidum, Piper marginatum e Piper callosum no controle in vitro de N.
buttnerae.

Na determinacdo da atividade anti-helmintica in vitro dos dleos essenciais
observou-se que todos os 11 Gleos essenciais dasete diferentes familias botanicas
(Tabela 1) foram eficazes contra N. buttnerae. Similarmente, os 6leos essenciais de
Mentha piperit), Lippia alba e Zingiber officinale também mostraram eficécia in
vitro contra N. buttnerae (Costa et al., 2020). Piper hispidinervum, P. hispidum, P.
marginatum e P. callosum também tiveram eficécia in vitro contra N. buttnerae, mas
os melhores resultados foram alcangados com o 6leo essencial de P. hispidinervum
(Santos et al., 2018). A avaliacdo da inviabilizagdo, eclosdo e integridade da
membrana dos ovos de N. buttnerae, em ensaios in vitro, com os 6leos essenciais de
L. alba, L. grata e L. sidoides (0,5; 1; 2; 5 e 10 mg mL™) form estudadas e

mostroram que L. alba apresentou baixa eficacia (<35%) no controle de ovos de N.
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buttnerae. Lippia grata apresentou 100% de eficacia na maior concentracao,
enquanto L. sidoides teve 100% de eficacia em um efeito dose dependente,
evidenciando o potencial anti-helmintico desses 6leos de Lippia spp. em outros
estagios do ciclo de vida de N. buttnerae, como na fase de ovos (Serra, 2019). Para
os morfotipos de C. cajucara (branca e vermelha) ndo ha relatos de seu uso no
controle de acantocéfalos de peixes até agora. Porém, foi relatada uma baixa
atividade in vitro na ecloséo de ovos e desenvolvimento larval de nematoides de
ovelhas (Chagas et al., 2018). Seixas et al. (2020) avaliando os efeitos anti-
helminticos das oleoresinas de Copaifera duckei, Copaifera pubiflora, Copaifera
reticulata, Copaifera paupera e Copaifera multijuga no controle de N. buttnerae,
encontraram que em altas concentracdes (0,1868 mg mL™), todas as espécies de
Copaifera resultaram em 100% de mortalidade de N. buttnerae apos 24 h, exceto
com C. multijuga. Além disso, essas oleoresinas foram moderadamente toxicas para
C. macropomum.

Considerando a natureza quimica diversificada dos 0leos essenciais, a
atividade anti-helmintica deve compreender mais de um mecanismo especifico e
provavelmente envolve diferentes processos moleculares, celulares ou teciduais.
Estudos sobre danos morfologicos de nematoides em helmintos expostos aos 0leos
essenciais relataram alteracGes estruturais como perda da arquitetura tegumentar
normal, formacéo de bolhas e perda dos espinhos (Matos Rocha et al., 2016). Alem
disso, tem sido descrito inchaco do sincicio tegumentar, vacuolizacdo e ruptura do
tegumento em trematoides (Massoud et al., 2012) e alteracbes no tegumento da
regido do soma, perda de ganchos e microtrichos da regido escélex e a presenca de
numerosas bolhas em cestoides (Maggiore et al., 2012). Nossos resultados sugerem
que a perda da viabilidade de N. buttnerae apds o tratamento com o 6leo essencial de
A. triphylla causou danos cutaneos nos parasitos, pois o tegumento ou epiderme
compde a maior parte da parede corporal dos acantocéfalos (Taraschewski, 2000).
Como a absor¢do dos nutrientes ocorre exclusivamente pelo tegumento, danos aos
6rgaos podem comprometer a nutricdo e sobrevivéncia de acantocéfalos. O inchaco
corporal comumente observado nos acantocéfalos mortos ou moribundos apds
exposicdo ao Oleo essencial de A. triphylla, e a expansdo da cavidade
pseudocelomatica pode estar relacionada com possiveis prejuizos osmorregulatérios.
Devido as caracteristicas lipofilicas das moléculas, 0 modo de acdo dos terpenos em

combater os agentes invasores é causando lesdes e desequilibrio osmotico nas células
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dos patogenos (Gershenzon & Dudareva, 2007). Resultados semelhantes foram
relatados por Seixas et al. (2020) em N. buttnerae expostos as oleoresinas de C.
duckei, C. pubiflora, C. reticulata e C. paupera, que causaram inchaco e edema
corporal generalizado, além de vacuolizagdes difusas na camada externa. Portanto, os
resultados histopatoldgicos confirmam que os constituintes do 6leo essencial de A.
triphylla podem causar ruptura da membrana e formacdo de vactolos em N.
buttnerae.

Em conclusdo, os 11 6leos essenciais de sete diferentes familias botanicas
apresentaram eficacia in vitro contra a viabilidade do N. buttnerae. Assim, para
futuros estudos in vivo sugere-se 0 uso dos 6leos essenciais, bem como os compostos
isolados de A. triphylla, C. cajucara morfotipos branca e vermelha, L. grata, L.
origanoides, O. gratissimum, M. arvensis e P. aduncum. Portanto, dada a gravidade
desta parasitose na criacdo de C. macropomum, sdo necessarios estudos de toxicidade
com os compostos isolados dos 0leos essenciais avaliados neste estudo bem como a
realizacdo de ensaios in vivo com estes 0leos essenciais ou seus compostos isolados
para o estabelecimento de protocolos adequados de tratamento visando o controle de

da infeccéo por N. buttnerae.
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FIGURA 1. Eficicia anti-helmintica in vitro de Oleos essenciais contra
Neochinorhynchus buttnerae em diferentes tempos de exposicdo (A — Adenocalymna
alliaceum, B — Allium sativum, C — Aloysia triphylla, D — Croton cajucara morfotipo
branca, E — Croton cajucara morfotipo vermelha, F — Curcuma longa, G — Ocimum
gratissimum, H — Piper aduncum). Asteriscos indicam diferenca significativa (p<0,05)

na eficacia entre os tempos do tratamento.
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FIGURA 2.

Neochinorhynchus buttnerae em diferentes tempos de exposicdo (a — Lippia grata, b —

Lippia origanoides, ¢ — Mentha arvensis). * indica diferenca significativa (p<0,05) na

eficacia entre os tempos do tratamento.
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FIGURA 3. Efeito do dleo essencial de Aloysia triphylla na morfologia de
Neoechinorhynchus buttnerae. (A) estrutura do tegumento em espécime ndo tratado
com Oleo essencial (grupo controle): cuticula (seta curta) na superficie externa do
tegumento e sob esta, a zona estriada, delgada e clara; subjacente a esta esta a zona
fibrosa em feltro, mais espessa e intensamente corada (estrela preta) e zona fibrosa
radial (estrela branca); L: lacuna no tecido sincicial da subcuticula; M: camada
muscular; P: pseudoceloma; T: testiculo; (B) criptas no tegumento em espécime nao
tratado com 6leo essencial (grupo controle); (C) tegumento integro de N. buttnerae vivo
ap6s 24 h de exposicdo ao 6leo essencial de A. triphylla (0,39 mg mL™); (D) N.
buttnerae ap6s tratamento com 0,78 mg mL™ de 6leo essencial; (E) edema dos espacos
lacunares com formacdo de bolhas e dissociacdo entre a camada muscular e a
subcuticula, em espécimes tratados com 50 mg mL™ do 6leo essencial; (F) expansdo do
espaco pseudocelomatico associado ao inchaco corporal em espécime tratado com 12,5

mg mL™ do 6leo de A. triphylla.
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Tabela 1. Dados taxondmicos e principais constituintes dos 6leos essenciais das plantas medicinais utilizadas nos ensaios in vitro.

Nome botanico

Familia botanica

Nomes comuns

Partes usadas

Compostos quimicos mais abundantes

Bis-alil-dissulfeto (34,3%); Bis-alil-trissulfeto (34,3%);

Adenocalymna alliaceum Bignoniaceae Cip6 alho Folhas Bis-alil-tetrassulfeto (10,3%)

Trissulfeto de dialila (58,9%); Dissulfeto de dialila (25,3%);
Allium sativum Liliaceae Alho Bulbo Trissulfeto de metila e alila (8,1%)

Cidréo/ B-pineno (22,1%); monoTrans-pinocanfona (13,1%);

Aloysia triphyla Verbenaceae Limonete Folhas/ inflorescéncias  Acetato de trans-pinocarvila (7,6%); Guaiol (5,3%)
Croton cajucara Sacaca Linalol (23,015%); Trans-cariofileno (13,7%); Germacreno
(morfotipo branca) Euphorbiaceae branca Folhas D (8,045%)
Croton cajucara Germacreno D (11,8%); Germacreno A (6,1%); B-elemeno
(morfotipo vermelha) Euphorbiaceae Sacaca vermelha Folhas (6,0%)

a-felandreno (20,2%); a-tumerona (19,6%); ar-tumerona
Curcuma longa Zingiberaceae Acafrdo da india Rizomas (10,4%)

Ocimum gratissimum Lamiaceae Alfavaca Folhas/ inflorescéncias  1,8-cineol (39,5%); Eugenol (14,7%); B-selineno (12,6%)
Carvacrol (42,2%); p-cimeno (11,2%); y-terpineno (10,7%);
Lippia grata Verbenaceae Alecrim de tabuleiro Folhas/ inflorescéncias  timol, metil-éter (6,1%)
p-cimeno (37,8%); carvacrol (14%); y-terpineno (11,6%);
Lippia origanoides Verbenaceae Séalvia-de-Marajo Folhas/ inflorescéncias linalol (6,1%)
Mentha arvensis Lamiaceae Hortela-japonesa Folhas/ inflorescéncias Mentol (86,1%); mentona (4,3%); iso-mentona (3,7%)
Piper aduncum Piperaceae Pimenta-de-macaco Folhas/ inflorescéncias Dilapiol (80,7%); (E)-cariofileno (4,6%); miristicina (2,9%)
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TABELA 2. Efeito in vitro dos 6leos essenciais na mortalidade (média + erro padrdo) de Neoechinorhynchus buttnerae apés 24 h de

exposicao.
MEME 0,19 0,39 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50
Plantas +Tween mgmL" mg mL™ mg mL™ mg mL™ mg mL™ mg mL™ mg mL™ mg mL™ mg mL™
1° ensaio
AA 0,0£0,0*  0,0+0,0° 2,0+0,0* 0,0+0,0* 2,0+0,58°  6,67+0,88° 5,67+0,33°  9,33+1,33°  10,0+0,0  10,0+0,0™
AS 0,0£0,0°  0,0+0,0°% 2,33+0,88% 0,0+0,0° 10,0+0,0™ 10,0+0,0™ 10,0+0,0™ 10,040,0®  10,0+0,0®  10,0+0,0™
AT 0,0£0,0°  0,0+0,0°% 0,0+0,0° 10,0+0,0° 10,0+0,0° 10,0+0,0° 10,0+0,0° 10,040,0° 10,040,0°  10,0+0,0°
CCB  0,0£0,0*°  0,0+0,0% 0,67+0,67°  5,0+2,88%  6,67+3,33®  10,0+0,0° 10,0+0,0° 10,040,0° 10,040,0°  10,0+0,0°
CCV  0,0£0,0°  0,0%0,0° 0,0+0,0° 1,0+0,58% 10,0+0,0™ 10,0+0,0° 10,0+0,0° 10,040,0° 10,040,0°  10,0+0,0°
CL 0,0£0,0° 1,67+0,33*°  1,0+0,58°  4,33+0,33  10,0+0,0™ 10,0+0,0®  6,67+3,33  9,33+0,67°“  10,0+0,0™  10,0+0,0™
0G 0,0£0,0*°  0,0+0,0% 0,0+0,0°% 1,0+0,58% 10,0+0,0b 10,0+0,0° 10,040,0° 10,040,0° 10,0+0,0°  10,0+0,0°
PA 0,0£0,0*°  0,0+0,0% 0,0+0,0°% 3,67+1,86° 8,33+1,67°  10,0+0,0° 10,040,0° 10,040,0° 10,0+0,0°  10,0+0,0°
MEME 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4
Plantas +Tween mgmL* mg mL* mg mL* mg mL* mg mL™* mg mL™ mg mL™ mg mL™ mg mL™
2° ensaio
LG 0,0£0,0°  0,0%0,0° 0,0%0,0° 4,0+1,53° 8,67+0,67°  10,0+0,0 10,0+0,0 10,0+0,0°  10,0+0,0*  10,0+0,0™
LO 0,0+0,0°  0,0%0,0° 0,33+0,33°  4,0£1,53*  8.67+0,67°  10,0+0,0™ 10,0+0,0 10,0+0,0°  10,0+0,0*  10,0+0,0™
MA 0,0+0,0°  0,0%0,0° 8,67+1,33*  10,0+0,0™ 10,0+0,0 10,0+0,0 10,0+0,0" 10,0+0,0°  10,0+0,0*  10,0+0,0™

AA: Adenocalymna alliaceum; AS: Allium sativum; AT: Aloysia triphylla; CCB: Croton cajucara

morfotipo branca; CCV: Croton

cajucara morfotipo vermelha; CL: Curcuma longa; OG: Ocimum gratissimum; PA: Piper aduncum; LG: Lippia grata; LO: Lippia

origanoides; MA: Mentha arvensis. Letras iguais ha mesma linha indicam ndo haver diferenca ao nivel de 5% de significancia.



TABLE 3. Valores de concentracOes efetivas (CEsp) dos Gleos essenciais contra Neoechinorhynchus buttnerae, em diferentes tempos de

exposicao.
Oleos essenciais Intervalo de concentragdes CEs, (95% IC) R* CEs (95% IC) R? CExs, (95% IC) R?
(mg mL™) (mg mL™) (mg mL™) (mg mL™)
2 horas 6 horas 24 horas
Adenocalymna alliaceum 0,19-50 ND - ND - ND -
Allium sativum 0,19-50 ND - ND - ND -
Aloysia triphylla 0,19-50 3,35 (2.94-3.81) 0,99 1,88 (1,60-2,21) 0,98 ND -
Croton cajucara
] 0,19-50 3,51 (3,11-3,95) 0,97 2,72 (2,42-3,05) 0,97 1,49 (1,27-1,75) 0,97
(morfotipo branca)
Croton cajucara
] 0,19-50 3,51(3,11-3,95) 0,97 1,97 (1,79-2,16) 0,95 1,03 (0,95-1,11) 0,94
(morfotipo vermelha)
Curcuma longa 0,19-50 37,89 (29,22-49,14) 0,76 ND - ND -
Lippia grata 0,6-1,4 1,38 (1,36-1,40) 0,71 0,96 (0,93-0,99) 0,89 0,86 (0,83-0,89) 0,89
Lippia origanoides 0,6-1,4 1,20 (1,17-1.23) 0,65 0,86 (0,85-0,87) 0,81 0,76 (0,73-0,78) 0,94
Mentha arvensis 0,6-1,4 ND - ND - 0,66 (0,65-0,67) 0,69
Ocimum gratissimum 0,19-50 3,51 (3,11-3,95) 0,97 1,97 (1,79-2,16) 0,96 1,03 (0,95-1,11) 0,93
Piper aduncum 0,19-50 0,73 (0,63-0,84) 0,97 1,52 (1,34-1,73) 0,98 1,52 (1,34-1,73) 0,98

ND: ndo determinado
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Capitulo 3

Oleos essenciais de Ocimum gratissimum, Lippia grata e Lippia origanoides tem
eficacia no controle do acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae em Colossoma

macropomum

Artigo a ser submetido a revista: Aquaculture
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Maria Inés Braga de Oliveira®®, Franmir Rodrigues Brand&o® Bruna Carlos do
Nascimento Barbosa®, Maria Juliete Souza Rocha?, Lorena Vieira de Matos’, Damy
Caroline de Melo Souza®, Claudia Majolo®, Marcelo Réseo de Oliveira®, Francisco

Célio Maia Chaves®, Edsandra Campos Chagas**®

®Postgraduate Program on Fishery Sciences in the Tropics, Federal University of
Amazonas, Av. General Rodrigo Octavio Jorddo Ramos 1200, Coroado I, 69067-005,
Manaus, AM, Brazil

®Morphology department, Federal University of Amazonas, Av. General Rodrigo
Octavio Jorddo Ramos 1200, Coroado I, 69067-005, Manaus, AM, Brazil

‘Uninorte Laureate International Universities, Av. Joaquim Nabuco 1469, Centro,
69020-030, Manaus, AM, Brazil

postgraduate Program on Basic and Applied Immunology, Federal University of
Amazonas, Av. General Rodrigo Octavio Jorddo Ramos 1200, Coroado I, 69067-005,
Manaus, AM, Brazil

*Embrapa Amazonia Ocidental, AM-010, Km 29, Caixa Postal 319, 69010-970,
Manaus, AM, Brazil

Corresponding author: Edsandra C. Chagas, Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus,

AM, Brazil. E-mail: edsandra.chagas@embrapa.br



72

Resumo

O controle de helmintos gastrointestinais € um desafio na aquicultura e a aplicabilidade
de produtos bioativos de plantas tem sido investigada como alternativa favoravel ao
meio ambiente e ao uso de quimioterapicos. Este estudo avaliou a eficacia anti-
helmintica dos 6leos essenciais (OEs) de Lippia grata, Lippia origanoides e Ocimum
gratissimum no controle in vivo do acantocéfalo e N. buttnerae em C. macropomum,
uma das principais espécies de peixe cultivadas no Brasil, mediante avaliacdo dos
indices parasitarios, parametros de crescimento, hematoldgicos, bioquimicos,
enzimaticos e histopatolégicos. Para o ensaio, juvenis de tambaqui (n=126),
naturalmente infectados por N. buttnerae, foram distribuidos em sete tratamentos, com
trés repeticOes. Os tratamentos foram compostos por um controle e mais seis
tratamentos com 6leo essencial (OE), sendo eles: L. grata (0,86 e 1,72 g kg™), L.
origanoides (0,76 e 1,52 g kg™) e de O. gratissimum (1,03 e 2,06 g kg™). Ap6s 30 dias
de alimentacdo com as dietas teste, 0 desempenho zootécnico dos peixes foi avaliado e
as amostras de sangue e figado coletadas para analises hematoldgicas, bioquimicas,
enzimaticas e histopatologicas. Houve 100% de sobrevivéncia dos peixes tratados com
OEs e reducdo na intensidade e abundancia média parasitaria dos peixes alimentados
com dietas contendo OEs de L. grata (0,86 g kg™), L. origanoides (0,76 g kg™) e O.
gratissimum (1,03 e 2,06 g kg™). O percentual médio de efic4cia anti-helmintica dos
OEs variou entre 43,9 e 62,1%. Aumento nos niveis médios de proteinas totais e
fosfatase alcalina foi registrado nas maiores concentracdest de OEs das espécies de
Lippia adicionados as dietas. No entanto, a manutencdo dos niveis plasmaticos de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), somado a maior
frequéncia de danos leves a moderados no tecido hepatico, com necrose focal pontual,
sugere a influéncia da elevada intensidade e abundancia média parasitaria na variacao
bioguimica e enzimatica dos peixes. De acordo com os indicadores morfofisioldgicos
avaliados e da reducdo significativa na intensidade e abundancia média parasitaria, 0s
OEs de de L. grata (0,86 g kg™), L. origanoides (0,76 g kg™) e O. gratissimum (1,03 e
2,06 g kg™) despontam como promissores como alternativa terapéutica no controle da
acantocefalose em C. macropomum.

Palavras-chave: Eficacia, fisiologia, histopatologia, &éleos essenciais, piscicultura,

tambaqui
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1. Introducéo

Na criagdo intensiva de peixes, a disseminagéo e estabelecimento de parasitoses
causadas por helmintos em elevada intensidade parasitaria podem ter consequéncias
prejudiciais a saude dos animais cultivados com préticas deficientes de manejo e falta
de planos de biosseguranca (Bondad e Reantaso, 2005). Atualmente, tem sido
observado surtos epizodticos causados por acantocéfalos Neoechinorhynchus buttnerae
em Colossoma macropomum (tambaqui), a principal espécie de peixe nativa cultivada
no Norte do Brasil e em outras regides da Amazonia (Silva-Gomes et al., 2017; Pereira
e Morey, 2018; Chagas et al., 2019; Valladdo et al., 2020). Obstrucdo do limen
intestinal, comprometimento dos vilos na camada mucosa, espessamento e necrose na
camada muscular e infiltragdo leucocitaria foram relacionadas a elevadas taxas de
infeccdo por N. buttnerae (Jerénimo et al., 2017; Matos et al., 2017; Aguiar et al.,
2018), assim como reducdo no crescimento dos peixes com prejuizos econdémicos a
producéo (Silva-Gomes et al., 2017).

Considerando que o manejo de doencas na aquicultura deve ser abordado de
maneira favoravel ao organismo e ao meio ambiente, a aplicabilidade de produtos
bioativos derivados de plantas medicinais em doencas da aquicultura tem sido
investigada (Van Doan et al., 2020). Dentre os compostos vegetais estudados, os 6leos
essenciais e suas moléculas estdo entre as alternativas mais promissoras para controle e
tratamento, visando garantir a manutencdo da saude dos peixes cultivados (Franz e
Novak, 2010; Ribeiro et al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Chagas et al., 2020).

O controle de helmintoses gastrointestinais € um desafio na piscicultura,
considerando a dificuldade de acesso dos potenciais agentes terapéuticos ao limen do
intestino, sitio comum de localizacdo de endohelmintos nos peixes (Soler-Jimenes,
2017). Assim, a administracdo oral de 6leos essenciais (OES) por meio da adicdo a dieta
dos peixes associada a procedimentos e técnicas que garantam a eficacia terapéutica,
tem sido uma importante alternativa visando o controle de endoparasitos em peixes
infectados (Sutilli et al., 2017; Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Costa et al.,
2020).

Para a validacdo da eficiéncia terapéutica de 6leos essenciais e seus compostos
bioativos deve-se avaliar os potenciais efeitos sobre o desempenho e condicéo geral na
salide dos peixes, analisando as respostas de crescimento, fisioldgicas e histopatoldgicas
(Zheng et al., 2009; Brum et al., 2018; Ribeiro et al., 2018; Brum et al., 2018; Costa et
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al., 2020). Estudos enziméticos sdo imprescindiveis para o melhor entendimento da
fisiologia da digestdo e metabolismo dos nutrientes, possibilitando ajustes mais precisos
na elaboracdo de dietas (Braga et al., 2004). Além disso, alteracdes teciduais no figado
sdo consideradas indicadoras do entendimento do estado nutricional dos peixes
alimentados com dietas contendo 0leos essenciais e 0s efeitos desses como aditivos
alimentares (Karatas et al., 2020).

Estudos sobre plantas medicinais da Amazonia com potencial atividade anti-
helmintica apontam eficécia in vitro (Salaro, 2018; Santos et al., 2018; Costa et al.,
2020) e in vivo (Costa et al., 2020) de alguns 6leos essenciais incorporados na dieta dos
peixes no controle da acantocefalose em C. macropomum. Porém, a atividade
antihelmintica de Lippia grata, Lippia origanoides e Ocimum gratissimum, relatada
como promissora contra helmintiases em peixes (Soares et al., 2017; Boijink et al.,
2016; Barriga et al., 2020), ndo tem sido testada no controle e tratamento de infeccao
por N. buttnerae no cultivo de C. macropomum. Um recente screening com 11 espécies
de OEs demonstrou eficacia in vitro contra N. buttnerae (Oliveira, 2020). Assim, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia anti-helmintica dos éleos essenciais de L.
grata, L. origanoides e O. gratissimum na dieta de C. macropomum para o controle de
N. buttnerae, avaliando os indices parasitarios, parametros de crescimento, fisiologicos

e histopatologicos.

2. Materiais e métodos

2.1. Obtencédo dos peixes e aclimatacéo

Juvenis de C. macropomum (n = 126), com peso médio de 173,545,
naturalmente infectados por N. buttnerae foram adquiridos de uma piscicultura
comercial do municipio de Manaus, estado do Amazonas (Brasil) e aclimatados no setor
de piscicultura da Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, AM (Brasil), por duas
semanas em tanques de polietileno de 1.000 L com sistema de aquecimento de agua e
aeracdo constante. Durante esse periodo, 0s peixes foram alimentados duas vezes ao dia
com racdo comercial contendo 32% de proteina bruta até saciedade aparente.

Este estudo foi desenvolvido com a aprovacgdo de seu protocolo pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazdnia Ocidental (protocolo
03/2018).
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2.2. Preparo das dietas experimentais

Para o preparo de 1 kg de racdo experimental com OE, uma solucdo foi
preparada com 300 mL de alcool etilico 70% comercial (diluente), 7,5 g do polimero
de etilcelulose e as concentracOes usadas para os OEs de L. grata, L. origanoides e O.
gratissimum, sdo baseadas em resultados de ensaios in vitro determinados por Oliveira
(2020). Nas dietas-controle foram adicionados apenas alcool etilico 70% e etilcelulose.
Apobs a adicdo de cada solucdo por aspersdo sobre os pellets da racdo sob agitacdo
constante, para distribuicdo uniforme do produto, procedeu-se a secagem com auxilio
de um difusor; as racdes foramacondicionadas em sacos plasticos e armazenados em
ambiente escuro sob refrigeracdo. Um dia antes da alimentacdo, a quantidade
necessaria de cada racao, estimada conforme a biossama dos peixes em cada unidade
experimental, foi pesada e armazenada até o0 momento do fornecimento.

O método de extracdo e caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais estdo
descritos em Chagas et al. (2020). A composi¢do quimica dos OEs de L. grata, L.
origanoides e O. gratissimum, incorporados as dietas sdo apresentadas na Tabela 1.
Todos os procedimentos envolvidos na coleta das plantas foram aprovados pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA) e pelo Conselho de Gestdo do Patrimdnio
Genético (CGEN) (Processos n°. A643761 e AB1FOFA).

2.3. Delineamento experimental

Apos o periodo de aclimatacdo, os peixes foram distribuidos em tanques de
quantos 1000L, seguindo delineamento experimental inteiramente casualizado usando
com sete tratamentos, sendo um controle, sem adicdo de 6leos essenciais (0 g kg™) e
duas concentracBes de cada 6leo essencial avaliado (em g kg™ de peso vivo dia™): L.
grata (0,86 g kg™ e 1,72 g kg™), L. origanoides (0,76 g kg™ e 1,52 g kg*) e Ocimum
gratissimum (1,03 g kg™ e 2,06 g kg™), com trés repeticdes cada. A alimentagdo foi
fornecida duas vezes ao dia, na quantidade estimada de acordo com a biomassa dos
peixes (3%) em cada unidade experimental, durante 30 dias.

Durante 0s experimentos, os parametros de qualidade da &gua foram
monitorados e ndo sofreram alteracdes entre os tratamentos: oxigénio dissolvido (5,2 +
0,04 mg L™) e temperatura (28,1+ 0,04 °C), medidos com oximetro digital (YSI Pro20,
YSI Inc., USA), pH (5,8 £ 0,23) com uso de pHmetro digital (YSI F-1100, YSI Inc.,
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USA), alcalinidade (4,95+ 0,341 mg L™) e dureza (8,63+ 0,47 mg L™) por titulometria e
amonia total (0,694 + 0,0297 mg L™) pelo método de endofenol, de acordo com APHA
(1998).

2.4. Parametros de crescimento

Com os dados de peso e comprimento, obtidos nas biometrias dos peixes no
inicio e no final de 30 dias de alimentacdo dos peixes, foram calculados os indices de
desempenho zootécnico: comprimento final, ganho de peso (peso final-peso inicial),
taxa de crescimento especifico (TCE: 100x[(Inpeso final-Inpeso inicial)/ t], taxa de
conversdo alimentar (TCA: (peso final — peso inicial)/peso inicial), além do registro do

percentual de sobrevivéncia.

2.5. Determinacao dos parametros sanguineos de Colossoma macropomum

Apo6s 30 dias de alimentagdo com as dietas experimentais, 0s peixes (6 peixes
por repeticdo) foram anestesiados com benzocaina (100 mg L™) para coleta sanguinea
por puncédo do vaso caudal usando seringas contendo EDTA (10%), e as amostras foram
divididas em duas aliquotas. Uma aliquota sanguinea foi usada para obtencéo do plasma
apos centrifugacdo, que foi utilizada para a determinacdo da glicose plasmatica, pelo
método da glicose oxidase e leitura de absorbancia em 520 nm; proteinas totais, por
método colorimétrico pela reacdo do biureto e leitura de absorbancia em 545 nm;
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em modo cinético,
com leitura de absorbancia em 340 nm e 405 nm, respectivamente e fosfatase alcalina
(ALP) por método colorimétrico e leitura de absorbancia em 590 nm. Em todas as
analises foram usados Kits comerciais (LabTest®) e todas as leituras de absorbancias
realizadas em espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, USA).

Outra aliquota do sangue foi utilizada para determinacdo dos parametros
eritrocitarios. Para o hematdcrito (Ht) as amostras de sangue foram transferidas para
tubos de microhematdcrito heparinizados e centrifugados a 12.000 rpm durante 10
minutos em centrifuga para microhematécrito (FANEM Mod. 207N), e a leitura do
porcentual (%) de sedimentacdo feita com o auxilio de uma escala. A concentragédo de
hemoglobina (Hb) foi determinada segundo o método da cianometahemoglobina,
descrito por Kampen & Zijlstra (1964). Para a contagem do namero de eritrocitos

(RBC), as amostras de sangue foram diluidas em solucdo de formol citrato na
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proporgdo 1:200 (v/v). A contagem das células vermelhas circulantes (RBC) foi feita
em uma camara de Neubauer. O nimero total de eritrcitos foi expresso em milhdes de
células por microlitro de sangue (x10°uL™). Equacdes hematimétricas de Wintrobe
(1934) foram utilizadas para determinacdo das constantes corpusculares, como o
volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM).

2.6. AvaliacGes parasitologicas

Uma prospecdo inical para confirmacdo da presenca de N. buttnerae no
intestino de C. macropomum, resultou na intensidade média de 772,9 + 1475
parasitos/peixe comprovando a elevada taxa de infec¢éo.

Para avaliar a eficacia dos OEs, 18 peixes de cada foram coletados ap6s 30
dias, submetidos a anestesia profunda com benzocaina (250 mg L™), seguida pela
eutanasia por seccdo medular (CONCEA, 2018) para realizagdo da necropsia, com a
coleta do intestino e fixacdo em formol (5%). Posteriormente, os acantocéfalos foram
quantificados em estereomicroscopio (Leica, EZ4). Com esses valores foram
calculados os indices parasitarios de prevaléncia, intensidade média e abundancia
média da infeccdo, de acordo com Bush et al. (1997). A eficacia dos tratamentos com
Oleos essenciais foi calculada de acordo com a formula: E = NMPC — NMPT X
100/NMPC (E: eficacia, MNPC: nimero médio de parasitos do controle, MNPT:

nimero médio de parasitos do tratamento) (Dotta et al., 2015).

2.7. Analises histopatoldgicas

Fragmentos do figado de doze peixes de cada tratamento foram coletados e
fixados em formol 5% tamponado, onde permaneceram por 24 horas. Ap0s, as amostras
foram submetidas as seguintes etapas do processamento histolégico: desidratacdo em
séries crescentes de alcool, diafanizacdo em xilol e impregnacdo em parafina liquida a
60°C. Na sequéncia, as amostras foram incluidas em blocos de parafina solidificada
para obtencdo por microtomia das sec¢fes histologicas de 7 micras (2 seccBGes por
peixe; 36 e 246 no total). Os danos histologicos foram semiquantitativamente avaliados
usando o indice de alteracdo histopatolégica (IAH) e o valor médio da alteracdo (VMA),
adaptados a partir das metodologias descritas por Schwaiger et al. (1997) e Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994).
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2.8. Andlises estatisticas

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Os valores
médios de desempenho zootécnico dos peixes, dos parametros hematoldgicos,
bioquimicos, enzimaticos e histopatoldgicos foram avaliados por ANOVA, seguida por
teste de Tukey ou por analise de Kruskal-Wallis seguida por teste de Dunn, quando néao
verificada a normalidade dos dados. Diferenga nos valores médios de intensidade
parasitaria, dos tratamentos em relacdo ao controle, foi verificada por analise de Kruskal
Wallis seguida do método de Barllet. Em todos os testes foi considerada diferenca

quando p<0,05.

3. Resultados
3.1. Intensidade parasitaria e eficacia anti-helmintica dos Oleos essenciais
incorporados a dieta de Colossoma macropomum

O efeito dos OEs adicionados as ragdes nos indices parasitarios e eficacia dos
tratamentos estdo representados na Tabela 2. A analise parasitologica revelou que a
prevaléncia foi de 100% 30 dias de alimentagio com os OEs. Valores
significativamente menores (p<0,05) de intensidade media por N. buttnerae no intestino
dos peixes foram obtidos nos tratamentos com as menores concentracdes de OEs de L.
grata (0,86 g kg™) e L. origanoides (0,76 g kg™) e com as duas concentraces do OE de
O. gratissimum (1,03 g kg™ e 2,6 g kg™), em relacéo aos peixes do grupo controle. Os
tratamentos com os OEs de L. origanoides (0,76 g kg™) e O. gratissimum (2,06 g kg™)
apresentaram menor amplitude de variacdo nos valores de intensidade da infeccdo.
Quanto ao efeito anti-helmintico dos tratamentos com os OEs, o percentual médio de
eficdcia entre os tratamentos variou de 43,9 a 62,1%, mas ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 2). A maior eficacia (62,1%) no

controle de N. buttnerae foi com o OE de L. grata (0,86 g kg™).

3.2. Parametros de desempenho zootécnico

Quanto aos parametros de desempenho zootécnico dos peixes, apos 30 dias de
alimentacéo, os valores médios de comprimento padrdo (cm) foram significativamente
menores (p<0,05) nos peixes alimentados com dietas contendo OE de L. origanoides na

maior concentracdo (1,52 g kg™) em relacdo ao controle. Com este mesmo tratamento,



79

valores significativamente menores (p<0,05) de peso médio e ganho de peso médio
foram observados, tanto em relacdo ao controle quanto em relacdo aos demais
tratamentos. Quanto a taxa de crescimento especifico (TCE), os valores médios
variaram mas ndo houve diferenca entre os tratamentos (p>0,05). O menor valor médio
da taxa de conversdo alimentar (TCA) foi obtido no tratamento com a menor
concentracdo do OE de L. origanoides, no entanto sem diferenca significativa (p>0,05)
em relacdo ao controle e aos demais tratamentos. O fator de condi¢do dos peixes variou
de 0,99 a 1,03 e a sobrevivéncia dos peixes foi de 100% ao final do periodo de
alimentacéo (Tabela 3).

3.3. Parametros hematologicos e bioquimicos

Quanto aos parametros hematologicos, apds 30 dias de alimentacdo com as
dietas contendo os trés 0leos essenciais, ndo foram observadas diferencgas significativas
(p>0,05) quanto ao Ht, assim como para a concentracdo de hemoglobina [Hb]. Para o Ht
a variacdo foi em média de 31,8% a 35,1% e para Hb a variacéo foi entre 8,71 € 9,77 g
dL™. Para o RBC observou-se valores significativamente menores (p<0,05) nos peixes
alimentados com dieta contendo 1,03 g kg™ de OE de O. gratissimum em comparagéo
com o tratamento com 1,52 g kg® OE de L. origanoides, e essa reducdo foi
correlacionada negativamente com os valores de VCM (r:-0,825; p<0,0001). Quanto aos
valores das constantes corpusculares VCM e CHCM ndo foi observada diferenca
estatistica significativa (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 4).

Quanto aos parametros bioguimicos, os niveis médios de glicose plasmatica nao
apresentaram diferenca (p>0,05) entre os tratamentos com OEs e o grupo controle.
Comparando entre os tratamentos com os OEs da mesma planta, somente para L.
origanoides, os niveis médios de glicose foram significativamente maiores (p<0,05) no
tratamento com a maior concentracdo de OE adicionado a racdo (Figura 1A). Com
relacdo aos valores de proteinas totais, estes foram significativamente maiores (p<0,05)
no tratamento com 1,52g kg™ de L. origanoides, em comparacéo com o controle e com
os tratamentos com OE da mesma planta na menor concentracio (0,76 g kg™) e de O.
gratissimum, em ambas as concentracdes avaliadas (Figura 1B). Quanto aos niveis
plasmaticos de albumina e triglicerideos, valores significativamente maiores (p<0,05)
foram registrados no plasma dos peixes tratados com as maiores concentracdes dos OEs

de L. grata e L. origanoides em comparacdo com o controle e com a menor
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concentracdo de L. origanoides. Os niveis de albumina e de triglicérideos nestes
tratamentos néo diferiram entre si (p>0,05), mas o tratamento com a maior concentragdo
de L. origanoides apresentaram valores significativamente maiores (p<0,05) que 0s
niveis destes dois parametros registrados no tratamento com 1,03 g kgt de O.
gratissimum (Figura 1C e 1 D).

3.4. Parametros enzimaticos

Os valores médios de atividade das enzimas hepaticas AST e ALT dos peixes
tratados com OEs foram similares (p>0,05) aos do grupo controle (Figura 2). Quanto
aos valores de ALP, maiores niveis plasmaticos (p<0,05) foram registrados nos
tratamentos com L. grata e L. origanoides nas concentracdes 0,86 g kg™ e 1,52 g kg™,
respectivamente, em comparacdo com os valores médios de atividade dessa enzima
registrados no grupo controle. Comparando entre os tratamentos com os OEs, 0s peixes
alimentados com racdo contendo OEs de O. gratissimum, nas duas concentracOes
testadas, tiveram valores médios de ALP significativamente menores (p<0,05) em

relacdo aos tratamentos com OE das espécies de Lippia (Figura 2).

3.5. Avaliacao histopatoldgica do figado

Histologicamente, no figado do tambaqui foi observado o parénquima hepatico
constituido por hepatécitos arredondados a poliédricos com nudcleo basofilo grande,
central, nucléolo evidente e citoplasma com aspecto granuloso ou vesicular, arranjados
em corddes lineares na periferia dos capilares sinusoides de limen estreito, que
confluem para a veia central (Figura 3A). Diferentes danos morfoldgicos hepaticos,
dentre celulares, vasculares e teciduais foram observados nas amostras de figado de
tambaquis apds 30 dias de tratamento com as dietas contendo OEs foram observados.
Os danos mais frequentemente registrados foram os classificados como danos de grau |
e Il, com 57,12% e 40,62% de ocorréncia, respectivamente (Tabela 5).

Dentre os danos de grau | os mais comuns foram: hipertrofia e vacuolizacdo dos
hepatocitos e a dilatacdo dos capilares sinusoides (Figura 3B); picnose nuclear,
congestdo vascular e rompimento celular foram os danos de grau Il mais observados
(Figura 3B). Apenas 2% do total de danos registrados corresponderam aos danos de

grau 3; neste o dano observado foi a dissolugdo de pequenos grupos de hepatdcitos e
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perda da arquitetura normal do parénquima hepatico, sem a associa¢do com infiltracao
leucocitéria e que correspondem a necrose focal (Figura 3D).

Considerando a frequéncia de ocorréncia dos valores individuais de IAH,
observa-se que na maioria dos tratamentos 0s mesmos se encaixaram entre 21 a 100 na
escala de danos, correspondentes a alteracbes moderadas a graves, porém reparaveis; a
excecdo foi no tratamento com OEs de L. origanoides com 1,52 g kg™ em que valores
acima de 100 de IAH, indicativos de danos graves e irreversiveis no tecido hepatico,
foram mais frequentes (Figura 4). Neste tratamento os valores médios de IAH foram
significativamente maiores que a média registrada para o controle e para os tratamentos
com o OE de O. gratissimum (Figura 5A). Quanto ao VMA (Valor Médio da alteracdo),
ndo houve diferenca entre os tratamentos, com valores médios entre 1,03 e 1,35,

indicativos de ocorréncia de lesdes pontualmente localizadas no 6rgdo (Figura 5B).

4. Discussao

No presente estudo, nas plantas do género Lippia, 0s monoterpenos carvacrol e
p-cimeno foram os compostos com maior percentual em seus 6leos essenciais, enquanto
em O. gratissimum cineol e eugenol foram os compostos majoritarios. Terpenos e
terpenoides constituem em geral o componente primario dos 6leos essenciais obtidos
das plantas e explorados como antihelminticos. Além disso muitos terpenos sdo seguros
e aprovados para aplicacdo em alimentos, em cosméticos e na industria farmacéutica
(Mirza et al., 2020).

A eficécia anti-helmintica contra N. buttnerae em C. macropomum, com os OEs
de L. grata (de 62,1% e 50,7% com 0,86 e 1,72 g kg *, respectivamente) e de L.
origanoides (61,8% e 43,8% com 0,76 e 1,52 g kg *, respectivamente) foi similar a
eficdcia descrita por Costa et al. (2020) para C. macropomum alimentados com racéo
suplementada com 1,44 e 2,88 g kg ' de OE de Lippia alba. Além disso, o desempenho
dos peixes ndo foi afetado pela intensidade parasitaria. Portanto, tais concentracdes de
L. grata e L. origanoides adicionadas na dieta de C. macropomum podem ser uma
alternativa no controle da acantocefalose causada por N. buttnerae.

No presente estudo o efeito anti-helmintico do OE de O. gratissimum foi pela
primeira vez avaliado no controle da infeccdo N. buttnerae em tambaqui, com reducdo
da intensidade média da infeccdo, aproximadamente 60% de eficacia e manutencéo na

performance de crescimento dos peixes, apos 30 dias de alimentagcdo. Gayatri e Rajani
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(2014) relataram também bons resultados no crescimento do bagre Clarias batrachus
alimentados por 30 dias com dieta suplementada com extrato das folhas de O.
gratissimum. Estudos com os OEs desta planta mostraram significativa atividade
antihelmintica contra monogenoides, sem indicativo de estresse fisiolégico alem de
efeitos antioxidantes nos peixes (Bandeira Jr et al., 2017; Boijink et al., 2016); segundo
0s autores, estes produtos a base de plantas aparecem como alternativas sustentaveis e
eficazes as drogas convencionais e/ou produtos quimicos para controle de doengas e
profilaxia na aquicultura, sendo o OE da alfavaca um ingrediente seguro para ser usado
como antihelmintico natural em peixes de cultivo.

Com relagdo aos parametros hematoldgicos, nenhuma alteracéo significativa nos
niveis de Ht, Hb e RBC, assim como nas constantes corpusculares VCM, HCM e
CHCM foi observada com o uso dos Gleos essenciais das espécies de Lippia e de O.
gratissimum na dieta, em comparacdo com o controle. A correlacdo negativa entre o
valor médio de RBC e os valores medios das constantes VCM e HCM, observados nos
peixes alimentados com 1,03 g kg™ de O. gratissimum, indica a ocorréncia de ajustes
morfologicos onde a reducdo no numero de eritrocitos € compensada pelo aumento no
volume dos eritrocitos e de consequentemente mais espaco para hemoglobina e
portanto, sem comprometimento da troca dos gases respiratérios, a principal funcéo
desses elementos no sangue circulante (Tavares-Dias e Moraes, 2010; Ranzani-Paiva et
al., 2013) e manutencdo da homeostase. Esses mecanismos compensatorios tambem
foram relatados nos peixes tratados com racdo com adicdo dos OEs de L. alba em C.
macropomum (Costa et al., 2020) e O. gratissimum em C. batrachus (Gaiatri e Rajani,
2014). Melhora na performance de desempenho ou nas variaveis imunologicas em
peixes também foram relatadas em ensaios com Oleos essenciais de distintas fontes
vegetais, tais como: Mentha piperita e Zingiber officinale (Costa et al., 2020), Piper
aduncum (Corral et al., 2018), Myrtus communis e Satureja khuzistanica (Mohamad
Sei, 2016) e Aloysia triphylla (De Souza et al., 2017).

Quanto aos parametros bioquimicos e enzimaticos, destaca-se 0 aumento
significativo nos niveis de proteinas totais e fosfatase alcalina nos peixes alimentados
com as maiores concentracbes do OE de L. origanoides; neste tratamento a menor
eficacia e, portanto, a manutencdo elevada na taxa de infec¢do por N. buttnerae foram
registrados. Souza (2019) ao avaliar respostas imunes associadas a essa relacéo parasito-

hospedeiro, relata que o aumento nos niveis de fosfatase alcalina e proteinas totais no
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soro e no muco intestinal de tambaqui parasitado por N. buttnerae, reflete a influéncia
da infeccdo sobre a resposta imune inata e sistémica do hospedeiro. Concentragoes de
proteinas plasméticas aumentadas em tambaqui também foram relatadas por Soares et
al. (2016, 2017) apds banho terapéutico com Oleos essenciais de L. origanoides e L.
alba com baixa eficacia in vivo contra helmintos monogenoides.

Além das proteinas totais, 0s niveis plasmaticos de albumina também
aumentaram com 1,62 g kg™ do OE de L. origanoides e 1,52 g kg™ do OE de L. grata.
Essas, assim como maior parte das proteinas plasmaticas sdo produzidas pelos corddes
de hepatdcitos que compdem o parénquima hepatico (Ross e Pawlina, 2016) e variacGes
nos niveis destas proteinas podem refletir o status funcional do 6rgdo. Como nestes
tratamentos, maior ocorréncia de necrose, um dano grave e irreparavel foi observado no
tecido hepatico, indicados pelo indice de alteracdo histopatologica (IAH), a destruicdo
celular dos hepatdcitos levaria ao desacoplamento da maquinaria de sintese proteica e
consequente reducdo nos niveis sericos dessas proteinas (Bera et al., 2020). No entanto
o valor médio de alteracdo (VMA) indicou a localizacdo pontual e ndo extensiva dos
focos de necrose, que provavelmente ndo compromete a funcdo hepatica, o que €
compativel com o aspecto macroscopico saudavel do 6rgao.

Alguns autores relataram reducdo nos niveis plasmaticos das enzimas aspartato-
aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT) como efeito promotor da
atividade hepatica em resposta a suplementacdo dietaria com produtos naturais na dieta
de peixes (Akrami et al., 2015; Karata et al., 2020; Yousefi et al., 2020). Os resultados
da atividade dessas enzimas entre o0s tratamentos e o controle, no presente estudo,
mostram que esses OEs ndo tém efeito hepatoprotetor, pois os niveis de AST e ALT néo
reduziram no plasma, mas também ndo aumentaram, indicando o ndo comprometimento
da funcdo hepatica normal, j& que a atividade sérica destas aminotransferases é
aumentada com injurias no tecido hepatico (Contreras-Zentella et al., 2016).

Assim pode-se inferir ser mais provavel que a manutencdo elevada na
intensidade média parasitaria observada e ndo a possivel toxicidade dos 6leos essenciais
das espécies de Lippia nas maiores concentracdes, que explicam essas variacOes
bioguimicas e enzimaticas. Por outro lado, os niveis significativamente menores desses
perfis bioquimicos nos peixes tratados com OEs de O. gratissimum e com as menores

concentracdes dos OEs L. grata (0,86 g kg™) e L. origanoides (0,76 g kg™), todos com
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reducdo significativa na intensidade média parasitéria, apontam para a melhor eficiéncia

terapéutica de seus 6leos essenciais no controle da acantocefalose em tambaqui.

5. Conclusoes

Os 6leos essenciais das espécies de L. grata (0,86 g kg™) e L. origanoides (0,76
g kg') e O. gratissimum (1,03 e 2,06 g kg') podem ser usados na dieta de C.
macropomum para controlar e tratar infeccbes por N. buttnerae. Além disso,
considerando a demanda atual por fontes alternativas para o controle dessa
acantocefalose em C. macropomum, 0s principais compostos desses OEs devem ser
testados isolados e em combinacgdes para o entendimento de possiveis efeitos sinérgicos
e melhora na eficécia terapéutica contra N. buttnerae.
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Figura 1. Valores médios de glicose (A), proteinas totais (B), albumina (C) e
triglicérides (D) para Colossoma macropomum infectado por Neoechinorhynchus
buttnerae, ap6s 30 dias de alimentacdo com dietas contendo 6leos essenciais de Lippia
grata, Lippia origanoides e Ocimum gratissimum. Letras diferentes entre as colunas
indicam diferenca significativa pelo teste de Dunn (p>0,05). Lg = Lippia grata, Lo =

Lippia origanoides, Og = Ocimum gratissimum.
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Figura 2. Valores de atividade das enzimas hepaticas aspartato aminotransferas (AST),
alanina amino transferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) para Colossoma
macropomum infectado por Neoechinorhynchus buttnerae, apos 30 dias de alimentacao
com dietas contendo Oleos essenciais de Lippia grata, Lippia origanoides e Ocimum
gratissimum. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa pelo teste

de Tukey (p<0,05). Lg = Lippia grata, Lo = Lippia origanoides, Og = Ocimum
gratissimum.



Figura 3. Identificacdo dos danos histopatoldgicos no figado de tambaqui Colossoma

macropomum apos 30 dias de tratamento com as dietas teste contendo 6leos essenciais
de Lippia gratata, Lippia origanoides e Ocimum gratissimum. A: estrutura histolégica
do parénquima hepatico: Hepatocitos (He) poliédricos organizados em corddes com
nucleo central em torno dos capilares sinusoides (S); B: Danos de grau 1 mais comuns:
hipertrofia (H) e vacuolizacdo dos hepatécitos (*) e dilatacdo dos capilares sinusoides
(D); C. Danos de grau 2 mais frequentes: rompimento celular (seta) de hepatocitos
hipertrofiados com nucleos picnoticos; D. dano de grau 3: dissolucdo de pequenos
grupos de hepatdcitos e seus nucleos e perda da arquitetura normal do parénquima

hepatico, corresponde a necrose focal (N).
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Figura 4. Frequéncia de ocorréncia dos valores percentuais do indice de alteracéo

histopatologica (IAH) por escala de dano (0-20 danos leves; 21-50 danos leves a

moderados; 51-100 danos moderados a graves; >100 danos graves e irreparaveis) no

tecido hepéatico de Colossoma macropomum infectado por Neoechinorhynchus

buttnerae, ap6s 30 dias de alimentacdo com dietas contendo 0leos essenciais de Lippia

grata, Lippia origanoides e Ocimum gratissimum. Lg = Lippia grata, Lo = Lippia

origanoides, Og = Ocimum gratissimum.
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Figura 5. Frequéncia de ocorréncia dos valores médios do indice de alteracdo

histopatolégica (I1AH) (A) e do valor médio da alteracdo (VMA) (B) no tecido hepético

de Colossoma macropomum infectado por Neoechinorhynchus buttnerae, ap6s 30 dias

de alimentacdo com dietas contendo Oleos essenciais de Lippia grata, Lippia

origanoides e Ocimum gratissimum. Letras diferentes sobre as barras de erro indicam

diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey p<0,05. Lg = Lippia grata, Lo =

Lippia origanoides, Og = Ocimum gratissimum.

Tabela 1. Percentual dos componentes quimicos identificados nos 6leos essenciais de Lippia grata,

Lippia origanoides e Ocimum gratissimum. IR: indice de retengao.

Lippia grata Lippia origanoides Ocimum gratissimum

Compostos Teor R Compostos Teor R Compostos Teor IR
(%) (%) (%)

1,8-cineol 39,5 1029 carvacrol 42,2 1302 p-cimeno 37,8 1023
eugenol 14,7 1355 p-cimeno 11,2 1022 Carvacrol 14,0 1301
B-selineno 12,6 1481 y-terpineno 10,7 1055 y-terpineno 11,6 1055
(E)-cariofileno 5,9 1414 timol, metil-éter 6,1 1232 Linalol 6,1 1099
B-pineno 4,2 974  (E)-cariofileno 5,1 1414 Mirceno 59 989
Oxido de cariofileno 3,4 1577 biciclogermacreno 5,0 1491 a-tujeno 3,3 924
a-selineno 3,4 1490 timol 3,5 1292 a-terpineno 3,2 1015
a-terpineol 2,0 1188 a-terpineno 2,1 1015 timol 3,1 1292
linalol 1,9 1099 mirceno 1,8 989 timol, metil-éter 2,6 1232
limoneno 1,7 1026 1,8-cineol 1,4 1028 1,8-cineol 2,5 1028
a-pineno 1,4 931 aromadendreno 1,4 1433  (E)-cariofileno 1,8 1414
o-humuleno 1,1 1448 a-tujeno 1,3 924 B-pineno 1,4 975
7-epi-a-selineno 1,0 1512 o-humuleno 1,2 1448 terpinen-4-ol 1,4 1174
(2)-p-ocimeno 0,9 1034 espatulenol 1,1 1572 a-pineno 1,4 931
sabineno 0,8 971 limoneno 0,8 1026 limoneno 1,1 1026
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Tabela 2. Valores dos indices parasitarios e da eficacia anti-helmintica dos 6leos essenciais de Lippia
grata, Lippia origanoides e Ocimum gratissimum no controle da infeccdo por Neoechinorhynchus

buttnerae em Colossoma macropomum.

Tratamentos Prevaléncia | Intensidade | Intensidade | Abundancia Eficacia
(%) média média (%)
Controle 0 g kg™ 100 174,0-947,7 | 634,1+129,7 | 634,1+129,7 -
Lg 0,86 g kg™ 100 156,3-371,7 | 240,3+41,3* | 240,3+41,3* | 62,1+2,44
Lg 1,72 gkg™ 100 79,3-4343 | 312,8+614 | 312,8+614 | 50,7+7,26
Lo 0,76 g kg™ 100 175,7-326,3 | 242,3£25,1* | 242,3+25,1* | 61,815,48
Lo 1,52 g kg™ 100 52,0-539,3 | 35594712 | 3559+712 | 4384821
Og 1,03 g kg™ 100 75,7-451,0 | 261,8+58,5% | 261,8+58,5% | 58,7+9,84
0g 2,06 g kg’ 100 177,3-378,0 | 254,4+32,2* | 254,4+32,2* | 59,8+7,53
P (Kruskal wallis) 0,047 0,047 0,438

* indicam diferenca significativa em relacdo ao controle pelo método de Barllet (p<0,05). Lg =

Lippia grata, Lo = Lippia origanoides, Og = Ocimum gratissimum.

Tabela 3. Parametros de desempenho zootécnico de Colossoma macropomum, apos 30 dias de

alimentacdo com dietas contendo 6leo essencial de Lippia grata, Lippia origanoides e Ocimum

gratissimum.
Tratamentos Comp. final Peso final Ganho de peso TCE TCA Fator de Sobrevivéncia
(cm) (@) () (%) Condigéo (%)
Controle
0gkg? 21,3+0,34* 349,7+18,78°  163,9+9,45% 2,75+0,24 2,06+0,18  1,02+0,02 100
Lg0,86 gkgt 19,7+0,14® 272,748,17° 1155+12,48® 2,27+0,15 2,59+0,24  0,99+0,06 100
Lg1,72gkg? 20,4+0,35® 307,6+16,03* 120,2+21,41® 2,54+0,36 2,85+0,52  1,03+0,02 100
Lo0,76 gkg' 20,9+0,23° 332,3+14,61° 165,2+13,44* 2,79+0,05 1,99+0,32  0,99+0,02 100
Lo1,52gkg? 18,8+0,35" 257,0+16,39" 104,2+16,03° 2,28+0,14 2,77+0,33  1,01+0,05 100
0g1,03gkg™ 20,6+0,34* 305,5+20,78° 130,4+9,35® 2,14+0,48 2,48+0,21  1,00+0,02 100
Og 2,06 g kg™ 19,8+0,67® 296,8+1546% 112,4+11,74® 2,24+0,05 2,86+0,29  0,99+0,01 100
p (Anova) 0,006 0,017 0,037 0,446 0,312 1
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Letras diferentes, por coluna, indicam diferenca significativa entre os tratamentos (teste de Tukey;
p>0,05). Lg = Lippia grata, Lo = Lippia origanoides, Og = Ocimum gratissimum, Comp. Final =
comprimento final, TCE = taxa de crescimento especifico, TCA = taxa de conversdo alimentar.

Tabela 4. Valores médios dos parametros hematoldgicos de Colossoma macropomum infectado por
Neoechinorhynchus buttnerae, apds 30 dias de alimentagdo com dietas contendo 6leo essencial de
Lippia grata, Lippia origanoides e Ocimum gratissimum.

Tratamentos Ht Hb RBC VCM HCM CHMC
(%) @dL™)  (x10°pL™) (fL™) (p9) (@dL™

Controle
0gkg™ 34,5+0,9 9,10,3 1,8940,06°  185,6+7,8  48,92+22  26,6t11
Lg0,86g kg  33,8+1,1 9,30,3 1,88+0,06°  183,948,7  49,79+22 27,3107
Lg1,72gkg?  35,0+1,4 8,7+0,2 1,81#0,06° 1954484  48,76+1,8 25,308
Lo0,76g kg®  31,9+1,3 8,5+0,3 1,7940,05°  178,74#6,7 481123 27,009
Lo152gkg™  33,9+0,4 9,840,5 2,0540,080  170,1+7,2  49,34+36  28,9+14
Og1,03gkg?  33,9+1,1 9,240,3 1,7120,08"  207,0+12,6  56,12+32  27,4+0,8
Og2,06gkg’  34,4+0,8 9,240,3 1,88+0,07"  187,248,6  4948+15 26,8407

P(Anova) 0,699 0,207 0,032 0,117 0,332 0,193

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p>0,05). Lg = Lippia
grata, Lo = Lippia origanoides, Og = Ocimum gratissimum. Ht = hematdcrito, Hb: hemoglobina, RBC =
namero de eritrocitos, VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, CHCM

= concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 5. Frequéncia de ocorréncia, por grau de danos, das alteracdes histopatoldgicas

observados no figado de Colossoma macropomum infectado por Neoechinorhynchus buttnerae,

apo6s 30 dias de alimentacdo com dietas contendo 6leo essencial de Lippia grata, Lippia

origanoides e Ocimum gratissimum.

Constituinte alvo do

Tipo de dano tecido hepatico

Frequéncia de
Grau do dano Ocorréncia
relativa (%)

Hipertrofia celular/nuclear do hepatdcito;
vacuolizacdo citoplasmatica; deformacdo no
contorno celular; dilatacdo dos vasos
sinusoides

hepatdcito; leito
capilar no estroma
hepético

hepatdcito; leito
capilar no estroma
hepatico

Picnose/vacuolizacdo nuclear; congestdo
vascular; rompimento celular

Necrose focal parénquima hepatico
Soma

I 57,12

I 40,62

Il 2,26
100
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos esfor¢os dos varios grupos de pesquisa, 0s problemas sanitarios que
acometem o tambaqui C. macrompomum ainda representam um grande desafio. Dentre
0os entraves a producdo, os surtos de infeccdo pelo endohelminto intestinal
Neochinorhynchus buttnarae permanecem como fator limitante no ambiente de cultivo.
Na busca por solucbes, uma série de pesquisas com diferentes abordagens foram
realizadas e que trouxeram importantes esclarecimentos a cerca da relagcdo parasito-
hospedeiro e que sdo fundamentais para subsidiar a busca por alternativas de controle
desta doenca.

Visando contribuir especificamente com as pesquisas contra a acantocefalose
causada por N. buttnerae em tambaqui, na presente tese os seguintes resultados foram
disponibilizados:

1) o estabelecimento de um protocolo para a manutencdo dos helmintos adultos,
em meio essencial minimo de Eagle, suplementado com antibioticos e com troca do
meio a cada dois dias, como forma de garantir a viabilidade de individuos de N.
buttnerae para ensaios laboratoriais;

2) ampliamos as informacg6es sobre 0os compostos quimicos presentes em 6leos
essenciais a partir da prospeccdo de onze plantas medicinais cultivadas na Amazonia,
revelamos a elevada eficacia in vitro dos mesmos e pudemos inferir, usando os 6leos
essenciais de Aloysia triphylla, sobre as alteracGes estruturais no tegumento que
inviabilizam a sobrevivéncia do N. buttnerae;

3) determinamos a eficécia in vivo dos OEs de Lippia grata, Lippia origanoides
e Ocimum gratissimum, que foi de cerca de 60% e manutencdo de 100% de
sobrevivéncia dos peixes; este resultado, aliado aos bons resultados dos indicadores de
salde, mofoldgicos e fisiologicos, ap6s 30 dias de fornecimento de racdo contendo os
6leos essenciais, permitiu concluir que os 6leos essenciais de L. grata, L. origanoides e
O. gratissimum sdo recomendados para estudos futuros em que outros protocolos
possam ser testados, visando aperfeicoar as estratégias de uso dos dleos essenciais,
verificando o efeito dos seus compostos isolados ou combinados, os métodos de
suplementacdo dos 6leos essenciais na dieta e a manutengdo de suas propriedades até o

alcance dos acantocéfalos no érgéo alvo e assim aumentar a eficacia anti-helmintica.



