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RESUMO

Piscinoodinium pillulare é um ectoparasito reconhecido mundialmente pelos surtos provocados
em grande escala nas pisciculturas, e com registro em tambaqui, Colossoma macropomum, es-
pécie nativa mais produzida no Brasil. A busca por produtos naturais como alternativa aos sin-
téticos para o tratamento de doencas em peixes tem crescido nos ultimos anos, devido suas
propriedades biodegradaveis e menor possibilidade de causar resisténcia parasitaria. Diante
deste cenario, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antiparasitaria dos 6leos essenciais
(OEs) de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum para o controle de Piscinoodinium
pillulare em juvenis de tambaqui. Primeiramente foi avaliada a toxicidade aguda dos trés OEs,
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos: controle e cinco con-
centragBes dos OEs (A. triphylla 60, 80, 100, 120 e 140 mg L%, L. gracilis 35, 40, 45, 50 e 55
mg L e P. aduncum 42,5, 45, 47,5, 50 e 52,5 mg L), trés repeticbes e tempo de exposicio de
4 horas, visando a defini¢do de concentragdes seguras para aplicagdo em banhos terapéuticos,
sendo estas concentracdes baseadasna literatura, seguido de testes pilotos. Os resultados mos-
traram que a mortalidade e a severidade dos danos nas branquias de tambaqui foram proporci-
onais ao aumento das concentracfes dos OEs, com a concentracao letal média (CLso-4 h) esti-
mada em 109, 57 mg L para A. triphylla, em 41,63 mg L™ para L. gracilis e em 48,17 mg L™
para P. aduncum. Os danos histopatoldgicos de grau Il e de grau Il foram de baixa frequéncia,
e este ultimo que inclui as alteragdes severas e irreversiveis foi registrado somente nas maiores
concentracdes do OE de P. aduncum (47,5, 50,0 e 52,5 mg L1). Portanto, concentragdes dos
OEs abaixo da CLso-4 h podem ser utilizadas, em curtos periodos de exposi¢do. Este protocolo
foi adotado na segunda etapa deste estudo com o objetivo de determinar a eficacia dos trés OEs
no tratamento de P. pillulare em tambaqui apds aplicacdo de trés banhos terapéuticos de 15
minutos. Para isso, utilizou-se um DIC com sete tratamentos e trés repeti¢des: controle, OEs de
A. triphylla (40 e 50 mg LY), L. gracilis (20 e 30 mg L) e P. aduncum (10 e 20 mg L1). Apos
os tratamentos com os 06leos essenciais, a contagem do P. pillulare foi feita em cadmera de sed-
gewick rafter utilizando trés aliquotas de cada amostra para a determinacéo dos indices parasi-
tarios de prevaléncia, abundancia média e intensidade média, bem como a eficacia antiparasi-
taria. Para avaliar o estado fisioldgico dos peixes foram realizadas analises de hematdcrito, nu-
mero de eritrocitos, hemoglobina, glicose, proteinas totais, bem como a atividade das enzimas
aspartato aminostransferase, alanina aminostransferase e fosfatase alcalina. A eficacia dos OEs
no controle de P. pillulare variou de 63,8 a 83,8%. N&o houve diferenca significativa entre
tratamentos para os parametros hematoldgicos e bioquimicos, mas a infestagao por P. pillulare

promoveu reducdo no hematocrito e hemoglobina, além de aumento na glicose plasmatica e



proteinas totais. Para os pardmetros enzimaticos, houve reducdo da alanina aminotransferase,
mas ndo houve comprometimento da funcdo hepéatica em tambaquis. Portanto, os OEs de A.
triphylla, L. gracilis e P. aduncum constituem boas alternativas terapéuticas para mitigar os

impactos negativos causados pela infestacao de P. pillulare na criacdo de tambaquis.

Palavras-chave: concentracéo letal, fisiologia, histopatologia, 6leos essenciais, Colossoma

macropomum.



ABSTRACT

Piscinoodinium pillulare is an ectoparasite recognized worldwide by large-scale outbreaks in
fish farms, and registered in tambaqui, Colossoma macropomum, the most produced native fish
species in Brazil. The search for natural products as an alternative to synthetic ones for the
treatment of fish diseases has grown in recent years, due to their biodegradable properties and
less possibility of causing parasite resistance. Given this scenario, the aim of this study was to
evaluate the antiparasitic activity of essential oils (EOs) from Aloysia triphylla, Lippia gracilis
and Piper aduncum for the control of P. pillulare in juvenile tambaqui. Firstly, the acute toxicity
of the three EOs was evaluated in a completely randomized design (DIC), with six treatments:
the control and five concentrations of EOs (A. triphylla 60, 80, 100, 120 and 140 mg L, L.
gracilis 35, 40, 45, 50 and 55 mg L and P. aduncum 42.5, 45, 47.5, 50 and 52.5 mg L), with
three replicates and a 4hour exposure. This procedure aimed to define safe concentrations for
application in therapeutic baths, which were also based on literature data, followed by pilot
tests. The results showed that the mortality and severity of damage to the tambaqui gills were
proportional to the increase in the concentrations of the EOs, with the mean lethal concentration
(LCso-4 h) estimated at 109.57 mg L™ for A. triphylla, at 41.63 mg L™ for L. gracilis and at
48.17 mg L for P. aduncum. Grade Il and grade 111 histopathological damage were of low
frequency, and the latter, which includes severe and irreversible alterations, was recorded only
in the highest concentrations of P. aduncum EO (47.5, 50.0 and 52.5 mg L). Therefore, EO
concentrations below the LCso-4 h can be used for short exposure periods. This protocol was
adopted in the second phase of this study in order to determine the effectiveness of the three
EOs in the treatment of P. pillulare in tambaqui after application of three therapeutic baths of
15 minutes. For this, a DIC with seven treatments and three replications was used: control, EOs
of A. triphylla (40 and 50 mg L), L. gracilis (20 and 30 mg L) and P. aduncum (10 and 20
mg L71). After treatments with essential oils, P. pillulare was quantified in a sedgewick rafter
camara using three aliquots of each sample to determine the parasitic indices of prevalence,
mean abundance and mean intensity, as well as the antiparasitic efficacy. To assess the physio-
logical state of fish, analyzes of hematocrit, erythrocyte counting, hemoglobin, glucose, total
proteins, and the activity of the enzymes aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase
and alkaline phosphatase were determined. The effectiveness of EOs in controlling P. pillulare
ranged from 63.8 to 83.8%. There was no significant difference between treatments for hema-
tological and biochemical parameters, but the infestation by P. pillulare promoted a reduction
in hematocrit and hemoglobin, in addition to an increase in plasma glucose and total proteins.

For enzymatic parameters, there was a reduction in alanine aminotransferase, but there was no



impairment of liver function in tambaqui. Therefore, the EOs of A. triphylla, L. gracilis and P.
aduncum are good therapeutic alternatives to mitigate the negative impacts caused by the infes-

tation of P. pillulare in the tambaqui rearing.

Keywords: lethal concentration, physiology, histopathology, essential oils, fish, Colossoma

macropomum.
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1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento populacional no mundo vem impulsionando a busca por alimentos mais
saudaveis (FAO, 2020), o que tem refletido diretamente na aquicultura, setor de producao
animal que mais cresce no mundo (Brabo et al., 2016). Neste cenério, estima-se que foram
produzidos mundialmente cerca 82,1 milhdes de toneladas de pescado em 2018, com acréscimo
de 3,2% comparado ao ano anterior, garantindo uma receita de US$ 250 bilhdes de dolares
(Cyrino et al., 2020; FAO, 2020).

No Brasil a producéo da aquicultura continental atingiu a marca de 802.930 toneladas,
com um aumento de 5,93% em 2020. A producdo de espécies nativas se mantém como um
importante segmento na piscicultura brasileira, apesar de sua participagado reduzida. A producao
de 278.671 toneladas em 2020 foi 3,2% menor do que o ano anterior. Em 2018, houve um
recuou de 4,7% na producdo, e em 2019 o aumento ndo foi expressivo, sendo de apenas 20
toneladas. Com este cenério, a participacdo dos peixes nativos na producgdo nacional caiu para
34,7% (PEIXE BR, 2021).

A producdo das espécies nativas € representada principalmente pelo tambaqui,
Colossoma macropomum, que participou com 19% da producdo total em 2019, cerca de
101.079 toneladas (Valenti et al., 2021). Trata-se do segundo maior peixe de escamas da
América do Sul, podendo alcangar mais de um metro de comprimento e atingir 30 kg, além de
alcancar a maturidade sexual entre 0 4° e 5° ano de vida. E uma espécie onivora e esta
plasticidade é uma adaptacao a sazonalidade de oferta de alimentos na bacia amazbénica, onde
esses animais se alimentam principalmente de frutos e sementes no periodo chuvoso e de
zooplancton no periodo de seca (Aratjo-Goulding, 1998; Saint-Paul, 2017). Em sistemas de
cultivo a producdo pode chegar a 18 toneladas por hectare e 2,5 kg em dez meses de cultivo
com o uso de aeradores (lzel et al., 2013).

Com o crescimento da producdo de tambaqui e da intensificagdo dos sistemas
produtivos, observou-se também aumento na ocorréncia de doencas parasitarias, com
representantes dos grupos dos protozodarios, mixosporideos, monogenoideas, nematoides,
acantocéfalos e crustaceos (Maciel et al., 2011; Godoi et al., 2012; Tavares-Dias et al., 2014;
2015; Maciel et al., 2018; Pereira; Morey, 2018; Fujimoto et al., 2019; Chagas et al., 2019;
Sousa et al., 2020). Com destaque para 0 grupo dos protozoarios, os registros em tambaqui séo
de Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876), Piscinoodinium pilullare (Shaperclaus, 1954),
Trichodina sp. (Claus, 1874), Chilodonella sp. (Strand, 1926), Tetrahymena sp. (Furgason,
1940), Apiosoma sp. (Blanchard, 1885) e Trypanosoma sp. (Gruby, 1843) (Martins et al., 2000;

Tavares-Dias et al., 2006; Santos et al., 2013; Jerdbnimo et al., 2015; Ferreira Junior et al., 2018;
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Rodrigues et al., 2018; Arbildo-Ortiz et al., 2020). Dentre estes parasitos, o dinoflagelado P.
pillulare tem ocasionado prejuizos econdémicos consideraveis na aquicultura (Tavares-Dias;
Martins, 2017).

O dinoflagelado P. pillulare possui ciclo de vida direto e tem como caracteristicas o
formato de saco ou péra, cor castanho-amarelada, presenga de cloroplasto dentre as suas
organelas e um disco de fixagdo composto de rizocistos que penetram nas células dos
hospedeiros, sendo sua caracteristica parasitaria decorrente de sua acdo oportunista na fixacédo
e destruicdo dos tegumentos e branquias dos peixes. A patogenia provocada por este parasito
promove aumento da produgdo de muco, hemorragias no tegumento, degeneracao e necrose
das ceélulas, inflamacédo, além de hiperplasia e fusdo das lamelas secundérias, levando a um
quadro grave de problemas respiratorios (Martins et al., 2001; Marchiori; Martins, 2013;
Martins et al., 2015). E um parasito reconhecido mundialmente pelos surtos provocados em
grande escala nas pisciculturas comerciais de peixes continentais (Shaharom-Harrison et al.,
1990; Martins et al., 2001; Sant’ana et al., 2012; Shinn et al., 2015).

Recentemente, altas infestacdes por Piscinoodinium pillulare ocorreram na regido de
Maynas, Loreto, na Amaz6nia peruana em criacao semi-intensiva de juvenis de tambaquis. De
5.000 peixes presentes no plantel, 1.500 morreram, representando cerca de 30% do total, sendo
este o primeiro relato de ocorréncia do parasito em tambaquis cultivados nesta regido (Arbildo-
Ortiz et al., 2020). Na Venezuela, estudos epidemioldgicos detectaram prevaléncia de 100%
do parasito em tanques de engorda de tambaqui no Estado Cojedes, Venezuela (Dezon De
Fogel et al., 2004). No Brasil, estudos epidemioldgicos realizados na regido Nordeste do Estado
de S&o Paulo, com duracéo de dois anos, identificaram 23.000 peixes mortos infectados por P.
pillulare, destes 40% (9.200 peixes) foi representado pelo tambaqui (Martins et al., 2001). No
Distrito Federal ha registro de surtos por P. pillulare, associado a Trichodina sp. em tambaquis
(Ferreira-Junior et al., 2018).

No estado do Amazonas foram observadas altas infestacbes por P. pillulare em
tambaqui cultivado em pisciculturas comerciais. De 90 peixes coletados em cinco pisciculturas
73,3% estavam parasitados, sendo 9 peixes (14%) no tegumento, 21 peixes (32%)
exclusivamente nas branquias e 36 peixes (55%) nas branquias e tegumento (Amorim-Neto,
2015). Gomes et al. (2018) detectaram surtos P. pillulare na criacdo de tambaqui e matrinxa
(Brycon amazonicus), com 0s peixes apresentando os sinais clinicos da doenga e alta
mortalidade, e em acréscimo validaram um protocolo de diagnostico rapido da doenca. No
estado do Amapa foi registrado uma alta prevaléncia (96,7%) de P. pillulare nas branquias de

tambaqui cultivado em tanque-rede (Santos et al., 2013).
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Para o tratamento dos ectoparasitos em peixes sdo utilizados produtos quimicos como o
sulfato de cobre, permanganato de potéssio, verde malaquita, formalina, entre outros (Pavanelli
etal., 2008; Carneiro et al., 2005; Andrade-Porto et al., 2017; Nebbia et al., 2017; Tavares-Dias,
2021a,b). Sabe-se que 0 uso dessas substancias na aquicultura é restrito e pode causar resisténcia
a patogenos, imunossupressao, poluicdo ambiental e acimulo de residuos quimicos, que podem
ser potencialmente perigosos para a salde publica, ou ainda apresentar baixa aplicabilidade
(Carneiro et al., 2005; Chiara-Bulfon et al., 2015; Tavares-Dias, 2021a,b). Estas restricdes tém
estimulado cada vez mais a busca por moléculas ativas de origem vegetal, como os 6leos
essenciais, tornando-se hoje um foco de pesquisa e desenvolvimento, especialmente em funcao
da comprovacdo de suas atividades antiestresse, antibacteriana, antihelmintica e antiprotozoaria
em peixes, decorrentes de seus principios ativos alcaloides, flavonoides, pigmentos, compostos
fenolicos, terpenoides e esteroides (Reverter et al., 2014; Tavares-Dias, 2018; Zhu, 2020;
Dawood et al., 2021).

De acordo com o potencial bioativo dos constituintes dos 6leos essenciais, eles séo
utilizados como anestésicos em operac6es de rotina na aquicultura e como sedativos na dgua
de transporte dos peixes, com o objetivo de reduzir as respostas de estresse e a mortalidade dos
animais, além de manter as caracteristicas sensoriais do filé dos peixes (Azambuja et al., 2011;
Aydin; Barbas, 2020). Os 6leos essenciais podem melhorar as respostas inata e adaptativa do
sistema imunoldgico, facilitando principalmente a funcdo das células fagociticas, atividade da
lisozima e respostas de anticorpos, que conferem melhor protecdo contra doencas infecciosas
(Brum et al., 2017; Peterfalvi et al., 2019). Em funcédo do grande potencial com o uso de plantas
medicinais na aquicultura, ha necessidade de priorizar tais estudos para o controle das doencas
parasitarias ocasionadas pelo dinoflagelado P. pillulare em tambaquis, com plantas da
biodiversidade brasileira ou aclimatadas, que ja apresentam bons resultados para o tambaqui
ou outras espécies de peixes no que diz respeito a atividade antiparasitaria, seja para helmintos
ou protozoarios (Tavares-Dias, 2018).

O tratamento de protozoarios com 6leos essenciais e extratos vegetais, incluindo seus
compostos isolados, em sua grande maioria sao realizados na forma de banhos terapéuticos, de
curta e longa duracdo (Soares et al., 2017; Nizio et al., 2017; Ferreira et al., 2019; Monteiro et
al., 2021). Entretanto, varias etapas sdo necessarias na escolha de 6leo essencial para os estudos
patoldgicos e a toxicidade em particular € primordial, pois assim como qualquer outro farmaco
0s 6leos essenciais podem ter efeitos adversos se administrados em alta concentracéo, podendo
afetar o desenvolvimento dos peixes e causar a mortes destes (Tavares-Dias, 2018; Dawood et

al., 2021). Neste sentido, os testes de toxicidade aguda sé@o conduzidos para determinacao da
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concentracdo letal média (CLso), que é definida como a concentracdo que causa mortalidade
de 50% dos organismos, durante o periodo de exposi¢cdo de até 96 horas, sendo também
avaliados os efeitos secundarios da exposicdo a substancia natural por meio de analises
fisioldgicas e histopatoldgicas (Tavares-Dias, 2018). Essas informac@es sdo imprescindiveis
para definicdo de concentragdes seguras para emprego nos testes de eficacia de qualquer
farmaco ou produto natural.

Dentre as plantas medicinais que produzem 6leo essencial com potencial para o uso na
aquicultura destacam-se as espécies Aloysia triphylla (cedrina), Lippia gracilis (alecrim-de-
tabuleiro) e Piper aduncum (pimenta-de-macaco) (Zeppenfeld et al., 2014; Corral et al., 2018;
Bandeira-Junior et al., 2018; Barriga et al., 2020), que sdo plantas nativas da América do Sul e
possuem ampla distribuicdo em regides de clima tropical (Lorenzi; Matos, 2008). Estas plantas
se destacam por serem cultivadas comercialmente no Brasil, pela producdo satisfatoria de
biomassa, teor de 6leo essencial, por ndo apresentarem problemas relacionadas a propagacéo,
época de corte, adubacdo, dentre outros (Salimena, 2002; Brant et al., 2008; Lorenzi; Matos,
2008).

O oleo essencial de A. triphylla foi avaliado como anestésico, aditivo alimentar,
antioxidante e antibacteriano para peixes (Zeppenfeld et al., 2017; Bandeira Junior et al., 2018;
Branddo et al., 2021). Com atividade anti-helmintica destaca-se o dleo essencial de L. gracilis,
com bons resultados no controle in vitro do acantocéfalo Neoeochinorhynchus buttnerae e
eficacia in vitro e in vivo para monogenea (Anacanthorus spathulatus, Notozothecium
janauachensis, Mymarothecium boegeri e Linguadactyloides brinkmanni) em tambaquis
(Barriga et al., 2020; Oliveira et al., 2021). Para P. aduncum foi obtida eficacia in vivo de
76,1% (64 mL kg™) no controle do nematoide Hysterothylacium sp. em pirarucu (Arapaima
gigas), sem afetar sua homeostase organica (Corral et al., 2018). Entretanto, ndo ha estudos
avaliando estes Gleos essenciais quanto a sua toxicidade e eficicia antiparasitaria frente o
protozoario P. pillulare em tambaquis, nem informacdes sobre os efeitos secundarios que 0s
mesmos podem causar no organismo, e essa lacuna do conhecimento precisa ser elucidada
dado o aumento de registros de mortalidade na producéo em decorréncia de P. pillulare, o que
permitird contribuir com tratamentos alternativos naturais para promocdo da aquicultura

sustentavel.
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2. HIPOTESES

X/
L X4

X/
L X4

Os o6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum ndo
apresentam toxicidade para juvenis de tambaquis.

Exposicado aos Oleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum por curto
periodo (4 horas) ndo causam alteragdes histopatoldgicas graves nas branquias de
tambaquis.

Os oleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum apresentam atividade
antiparasitaria sobre o dinoflagelado Piscinoodinium pillulare de tambaquis.
ConcentracOes dos 6leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum eficazes
no controle de P. pillulare ndo promovem alteragdes nos parametros hematoldgicos,

bioquimicos e enzimaticos de tambaqui.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiparasitaria dos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia
gracilis e Piper aduncum para o controle de Piscinoodinium pillulare em juvenis de tambaqui

(Colossoma macropomum).

3.1.1. Objetivos Especificos

- Extrair os 6leos essenciais das espécies A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, e determinar
sua composicdo quimica;

- Determinar a concentragdo letal média (CLsg — 4 h) dos 6leos essenciais de A. triphylla, L.
gracilis e P. aduncum em juvenis de tambaqui;

- Avaliar as alteragdes histoldgicas nas branquias de tambaqui, expostos aos 0leos essenciais
de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum;

- Determinar a eficacia de banhos terapéuticos com 6leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis
e P. aduncum no controle de P. pillulare em tambaqui;

- Avaliar as possiveis alteragdes nos parametros hematolégicos, bioquimicos e enzimaticos, apos
aplicacdo de banhos com o0s Oleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum em

tambaquis parasitados por P. pillulare.
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Capitulo 1

Toxicidade aguda dos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e

Piper aduncum em Colossoma macropomum

Artigo elaborado conforme as normas da Aquaculture
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Toxicidade aguda dos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper

aduncum em Colossoma macropomum
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda dos 6Oleos essenciais de Aloysia
triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum),
e avaliar as possiveis alteragdes histopatoldgicas em suas branquias. Para os testes de toxicidade
aguda, juvenis de tambaqui (n=24/tratamento) foram distribuidos em 6 tratamentos, com trés
repeticdes, sendo o controle e cinco concentracdo do OE de A. triphylla (60, 80, 100, 120 e 140
mg L), L. gracilis (35, 40, 45, 50 e 55 mg L) e P. aduncum (42,5, 45, 47,5, 50 € 52,5 mg L"
1y, com exposicéo de 4 horas. A taxa de mortalidade e a severidade dos danos nas branquias de
tambaqui foram proporcionais ao aumento da concentragdo do OE, com os valores de CLse-4h
estimados em 109,57 mg L™ para A. triphylla, em 41,63 mg L para L. gracilis e em 48,17 mg
L para P. aduncum. Os principais danos morfolégicos observados nas branquias de tambaqui,
expostos aos trés OEs, foram os de grau I: hipertrofia e hiperplasia das células do epitélio
lamelar, fusdo lamelar, descolamento epitelial, dilatacdo e constri¢do capilar, proliferacdo de
células de cloreto e de células mucosas e edema, em baixa frequéncia os de grau Il como ruptura

epitelial e aneurisma lamelar. Necrose, dano de grau Ill, foi observado somente nas lamelas
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branquiais expostas ao OE de P. aduncum (47,5, 50,0 e 52,5 mg L™). Concentragtes do OE
abaixo dos valores de CLso-4 h podem ser utilizados com parcimdnia, em curtos periodos de
exposicdo, para o tratamento de doencas na criagdo de tambaqui.

Palavras-chave: concentracéo letal, histologia, produtos naturais, Colossoma macropomum.

1. Introducgéo

A aquicultura destaca-se como o setor de producéo animal que mais cresce no mundo,
sendo impulsionada pelo crescimento populacional e a demanda por alimentos saudaveis
(Valenti et al., 2021). Neste cenério a aquicultura mundial produziu 82,1 milhdes de toneladas,
e deste total 51,3 milhdes foi proveniente da aquicultura de &gua doce, enquanto que 30,8
milhGes de toneladas foram de criacdo em ambientes marinhos (FAO, 2020). Com destaque
para a producdo de peixes no Brasil, no ano de 2020 foram produzidas 802.930 toneladas,
registrando um crescimento de 5,93% em rela¢do ao ano anterior.

Dentre 0s peixes nativos, o tambaqui (Colossoma macropomum) é a principal espécie
produzida no Brasil (Valenti et al., 2021). Entretanto, a producdo de peixes nativos diminuiu
3,2% em relacdo a 2019, devido ao atraso nos investimentos, dificuldades logisticas, entre
outras (PEIXE BR, 2021). Somando-se a isso ha ainda a presenca de outros obstaculos como a
producdo de peixes de tamanho heterogéneo, a susceptibilidade a contaminacgéo por Salmonella
e a presenca de diversos grupos de parasitos (Valenti et al., 2021).

Com relacdo a ocorréncia de doencas parasitarias, as perdas de peixes podem chegar até
20% na producdo com prejuizos econdmicos estimados em cerca de US$ 1,05 a US$ 9,58
bilhdes/ano (Shinn et al., 2015). Além das altas taxas de mortalidades no ambiente de cultivo,
ha ainda o comprometimento no desempenho reprodutivo, impacto negativo na converséo
alimentar, afetando o desempenho geral dos peixes (Tavares-Dias & Martins, 2017). Na criacédo
de tambaqui, os parasitos com maior ocorréncia pertencem aos grupos dos mixosporideos,
crustaceos, monogenea, nematoides, acantocéfalos e protozoarios (Maciel et al., 2018; Pereira
& Morey, 2018; Santos et al., 2018; Chagas et al., 2019; Fujimoto et al., 2019; Sousa et al.,
2020).

Produtos quimicos como sulfato de cobre, formalina, permanganato de potassio,
praziquantel e cloreto de sodio s&o utilizados no tratamento contra diferentes parasitos, porém
podem apresentar risco aos consumidores, peixes e meio ambiente ou baixa aplicabilidade
quando utilizado em escala comercial (Campos et al., 2014; Andrade-Porto et al., 2017; Dewi
etal., 2018; Farias et al., 2021; Tavares-Dias, 2021a,b). Além disso, esses produtos sao restritos

pela legislacdo brasileira para o0 uso na aquicultura, o que reforca a busca por substancias
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bioativas como é o caso dos 6leos essenciais (OEs), em funcédo de sua atividade bioldgica contra
0s principais patdégenos que afetam a aquicultura, especialmente como antiparasitarios de
peixes nativos brasileiros (Baldissera et al., 2017; Cunha et al., 2017; Soares et al., 2017a;
Corral et al., 2018; Ferreira et al., 2019; Costa et al., 2020). Diferente dos farmacos, os 6leos
essenciais sdo mais facilmente biodegradaveis, com menor tempo de permanéncia na agua e
menor probabilidade de causar resisténcia dos patdgenos (Reverter et al., 2014; Tavares-Dias,
2018; Zhu, 2020).

Neste sentido, 0 6leo essencial de trés espécies de plantas pertencentes as familias
Verbenaceae (Aloysia triphylla e Lippia gracilis) e Piperaceae (Piper aduncum) foram
selecionadas para avaliacdo de sua atividade antiparasitaria no controle de parasitos do
tambaqui, em razdo de suas propriedades anti-protozodria, anti-helmintica, inseticida,
fungicida, bactericida, acaricida, larvicida e moluscida, com eficacia comprovada tanto em
patologias de humanos (Lucena et al., 2017), quanto de animais, incluindo os peixes (Corral et
al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Barriga et al., 2020; Oliveira et al., 2021). Contudo, para 0 uso
dos oleos essenciais como antiparasitarios é imprescindivel avaliar a toxicidade destes para 0s
peixes, analisando as alteracGes comportamentais e histopatologicas dos 6rgaos apos o periodo
de exposicdo, determinando assim concentracfes seguras a serem aplicadas na terapia contra
0s patogenos, sem afetar a espécie ndo alvo (Tavares-Dias, 2018; Miura et al., 2021).

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda dos 6leos essenciais de
Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum em juvenis de tambaqui (C. macropomum),

e avaliar as possiveis alteracGes histopatoldgicas em suas branquias.

2. Material métodos
2.1.Extracdo e caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Espécimes de plantas de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foram cultivadas na
divisdo de plantas medicinais e hortalicas da Embrapa Amazbnia Ocidental, Manaus,
Amazonas, Brasil. Folhas e inflorescéncias foram coletadas e secas em temperatura ambiente,
e apos secagem 0s Oleos essenciais destes materiais foram extraidos pelo método de
hidrodestilagdo, em aparelho de Clevenger, por cerca de duas horas. Ao final da extracéo,
amostras do 0leo essencial foram recolhidas e analisadas quanto a sua composi¢ao quimica por

cromatografia gasosa e espectrometria de massas, conforme descrito em Oliveira et al. (2021).
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2.2. Aquisicao e aclimatacao dos peixes

Juvenis de tambaqui (103,2 = 36,9 g; 16,6 = 2,8 cm) foram adquiridos em piscicultura
da fazenda experimental da Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus, AM), onde foram
aclimatados por sete dias em tanques circulares de fibra de 1000 L, com sistema de circulagdo
de agua, aquecimento e aeracdo constante. Durante esse periodo os peixes foram alimentados
com racdo extrusada comercial para peixes onivoros, contendo 32% de proteina bruta, até a
saciedade aparente, duas vezes ao dia.

Os pardmetros fisico-quimicos da dgua foram monitorados durante o decorrer de todo o
experimento, com o uso de aparelhos digitais, como oximetro (YSI Pro20, YSI Inc., USA) e
pHmetro (YSI F-1100, YSI Inc., USA). A alcalinidade e dureza foram determinadas pelo
método de titulacdo e a amonia total pelo método de endofenol (APHA,1992). Os valores
médios dos parametros de qualidade de agua foram: oxigénio 5,03 + 0,4 mg L!; temperatura
29,9 +1,9 °C; pH 6,6 + 0,3; alcalinidade 95,16 + 39,86 mg L; dureza 10,8 + 1,46 mg L e
amonia 0,28 + 0,016 mg L.

Este estudo foi desenvolvido com a aprovacéo de seu protocolo pela Comissdo de Etica
para Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental (protocolo n® 02/2019).

2.3. Avaliacéo da toxicidade aguda dos 6leos essenciais

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados em tanques circulares com capacidade
de 70 litros, em sistema estatico com aeracdo constante da &gua e manutencao da temperatura
em 29,9 +1,9 °C. Os peixes foram aclimatados nestas unidades experimentais (n=8/tanque) por
sete dias. As concentracBes dos OEs foram determinadas com base em dados ja publicados na
literatura, e seguido de testes preliminares, onde foram estabelecidas a menor concentracdo
capaz de promover 100% de mortalidade e a maior concentracdo que ndo causa a mortalidade
dos peixes. Os testes definitivos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com 6 tratamentos e trés repeticdes, sendo o controle (somente dgua do tanque) e cinco
concentragdes dos OEs de Aloysia triphylla (60, 80, 100, 120 e 140 mg L), Lippia gracilis
(35, 40, 45, 50 e 55 mg L™1) e Piper aduncum (42,5, 45, 47,5,50 € 52,5 mg L™?). O 6leo essencial
foi diluido em alcool etilico, na proporcéo de 1:10. O tempo de exposi¢do aos 0leos essenciais
foi estipulado em 4 horas, conforme recomendacdes de Malheiros et al. (2016), por oferecer
boa margem de seguranca para banhos terapéuticos de curta duracéo.

Nos ensaios definitivos, apos quatro horas de exposi¢do as diferentes concentragdes

dos oOleos essenciais, a taxa de mortalidade e o comportamento dos peixes foram registrados.
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Com relagéo ao comportamento dos peixes durante os ensaios foram observados os seguintes
parametros: perda de equilibrio, alteracbes no movimento operculares e natacao irregular. Os
peixes foram considerados mortos quando apresentaram parada nos batimentos operculares,
da nadadeira caudal e por ndo responderem mais aos estimulos mecanicos vindos do ambiente
externo, assim como relatado no trabalho de Ferreira et al. (2019). Com os dados de
mortalidade foram calculados os valores de concentracdo letal média (CLso-4 h) para cada éleo
essencial, utilizando o método estatistico de Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al.,
1977), e a partir destas informac6es os OEs foram classificados quanto a sua toxicidade para
0 tambaqui, com base nos critérios de Zucker (1985), que estabelece que compostos com
valores de CLso<0,1 mg L™ s&o considerados altamente muito toxicos, entre 0,1 e 1,0 mg L™
sdo altamente toxicos, no intervalo <1,0 e <10 mg L sdo moderadamente tdxicos, entre >10

e <100 mg L sdo ligeiramente toxicos e >100 mg L sdo praticamente ndo toxicos.

2.4. Analises histopatoldgicas

Apds o ensaio de toxicidade, branquias de seis peixes de cada tratamento com OE de
A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foram coletadas, ap6s eutanasia, para as analises
histopatologicas. As amostras coletadas, 12 por tratamento, foram fixadas em formalina
tamponada a 5% por 24 horas, na sequéncia desidratados em uma série ascendente de etanol
(70, 80, 90 e 100%), diafanizados em xilol, impregnados em parafina liquida a 60 °C. Na
sequéncia, as amostras foram emblocadas em parafina para a microtomia, conforme Prophet
et al. (1992). As sec¢des de 5 um de espessura (duas de cada amostra) foram coradas com
hematoxilina-eosina (Bancroft & Gamble, 2002). As lamelas secundérias foram observadas
em microscopio éptico (Leica, DM 500), acoplado ao sistema de captura de imagens. Essas
imagens foram utilizadas para analise semiquantitativa dos danos branquiais e classificacdo
em: danos de estagio | (6rgao ndo comprometido), danos de estagio Il (danos moderados que
comprometem a funcdo normal dos 6rgdos) e danos de estagio Il (danos muito graves e
irreversiveis). Em seguida, o valor do indice de alteracdo histologica (IAH) para cada amostra
foi calculado, utilizando a formula IAH = 10° XI + 10 XII + 10? 2111, onde I, II e III sdo os
estagios de classificagdo das alteragdes teciduais. Os valores obtidos foram interpretados de

acordo com Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994).

2.5. Analise estatistica
O modelo de regresséo logistica foi utilizado para determinacéo da CLso-4 h dos 6leos

essenciais, bem como apresentacdo da equacao e a curva de mortalidade. Os valores do indice
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de alteracdo histoldgica ndo atenderam os pressupostos de normalidade de Shapiro wilk e de
homoscedasticidade de Levene, assim foi aplicado a estatistica ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn para comparar os indices de alteracdes histopatoldgicas
entre os tratamentos. O nivel de significancia utilizado em todos os testes foi de 95% (p-value

> 0,05), sendo utilizado o Software R, versao 4.0.2.

3. Resultados

Os principais compostos encontrados nos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum
sdo apresentados na Figura 1. Estes OEs tém como compostos majoritarios o f-pineno (22,1%),
trans-pinocanfona (13,1%) e acetato de trans-pinocarvila (7,6%) para A. triphylla, carvacrol
(42,2%), p-cimeno (11,2%) e y-terpineno (10,7%) para L. gracilis, dilapiol (80,7%), (E)-
cariofileno (4,6%) e miristicina (2,9%) para P. aduncum (Figura 1).

Nos ensaios de toxicidade ndo houve registro de mortalidades de peixes no grupo
controle durante o periodo do experimento, que foi de 4 h. Para a A. triphylla as mortalidades
foram crescentes a partir da concentragdo de 80 mg L™, apds 200 minutos de exposicio,
representando 12,5% de mortalidade e 100% na maior concentracdo (140 mg L), com inicio
das mortalidades ap6s 25 minutos da aplicacdo do OE (Figura 2A). Para L. gracilis as
mortalidades ocorreram na menor concentragdo (35 mg L), a partir de 120 minutos de
exposicdo ao OE, representando uma taxa de 29,17% do total de individuos. Na maior
concentracdo de L. gracilis (55 mg L) os peixes comegaram a morrer a partir de 30 minutos
de exposicdo, alcancando uma taxa de 100% com 240 minutos, sendo este 0 tempo maximo
estabelecido (Figura 2B). De forma semelhante para P. aduncum, as mortalidades dos peixes
iniciaram na menor concentragdo (42,5 mg L) com 40 minutos de exposi¢do. Na maior
concentracio de P. aduncum (52,5 mg L) o primeiro registro de mortalidade ocorreu com 25
minutos de exposicao, atingindo a taxa de 100% antes do tempo méaximo de exposicao (240
minutos) (Figura 2C).

Em todas as concentragcdes que ocorreram as mortalidades, 0s peixes apresentaram
alteracbes comportamentais como natacdo erratica, letargia, aglomeragdo na superficie dos
tanques, onde tem mais aeracdo, perda de equilibrio hidrodindmico e espasmos musculares.
Quanto aos sinais clinicos foram observados, somente nas maiores concentragdes, producéao
excessiva de muco na pele e branquias, branquias opacas apresentando descoloragdo e
opacidade de cérnea.

Pela aplicacdo do critério de Zucker (1985), que utiliza os valores de CLso-4 h, 0s 6leos

essenciais de P. aduncum e L. gracilis foram classificados como ligeiramente toxico e A.
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triphylla como praticamente ndo-toxico. A CLso-4h do OE de A. triphylla para o tambaqui foi
109,57 mg L, com um limite inferior de 99,54 mg L™ e superior de 113,02 mg L%,
considerando um intervalo de 95%. Para L. gracilis a CLso-4h foi de 41,63 mg L™, com limite
inferior e superior de 38,82 e 46,18 mg L, respectivamente. Com relagdo ao OE de P.
aduncum, a CLso-4h foi de 48,17 mg L™, com limite inferior de 47,53 mg L %e superior de 49,63
mg L. As equacBes da relagio dose-resposta dos trés OEs s&o apresentadas na Figura 2.

Com relacdo as alteraces histopatologicas, diferentes danos morfoldgicos foram
observados nas branquias de juvenis de tambaqui, expostos as diferentes concentragcdes dos
6leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, como hipertrofia e hiperplasia das
celulas do epitelio lamelar, fusdo lamelar, descolamento epitelial, dilatagéo e constrigdo capilar,
proliferacdo de células de cloreto e de células mucosas, edema, ruptura epitelial, aneurisma
lamelar e necrose (Figura 3 e Tabela 1). Nos tratamentos com os OEs das trés plantas, os danos
mais frequentes nas lamelas branquiais foram de grau I, principalmente a hiperplasia do epitélio
lamelar e fusdo lamelar, com baixa frequéncia de dano de grau I, como a ruptura do epitélio
lamelar (Tabela 1). Dano de grau Ill, como necrose, foi observado somente nas lamelas
branquiais expostas ao OE de P. aduncum, mas em menor frequéncia que os demais danos
(Tabela 1).

Quanto aos valores médios de IAH para os tratamentos com os OEs de A. triphylla e L.
gracilis, ndo houve diferenca entre as concentracOes avaliadas, e estes valores ficaram abaixo
de 20, assim como para as menores concentragdes de P. aduncum (42,5 e 45 mg L) (Figura
4A,B,C). Com relacdo as alteracdes irreversiveis, estas foram observadas no tratamento com
50 mg L do OE de P. aduncum, com valores médios de IAH significativamente maiores que
as médias registradas para as demais concentrag¢des de P. aduncum, assim como em relacdo ao
tratamento controle (Figura 4C).

Considerando a escala do dano tecidual, os valores mais frequentes do indice de
alteracdo histopatologica (IAH) estdo entre 11 a 20 e correspondem a danos leves a moderados
no orgédo (75% para A. triphylla, 27,77% para L. gracilis e 60% para P. aduncum) (Tabela 2).
Valores de IAH entre 21 a 50, indicativo de alteragdes moderadas a severas, foram observados
com baixo percentual para os trés OEs (Tabela 2). Ja as alteracfes severas e irreparaveis,
indicadas por valor de IAH entre 50 e 100 e maiores que 100, foram observadas nas branquias
do tambaqui com emprego do OE de P. aduncum (3,33% e 18,33%, respectivamente) (Tabela
2).
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4. Discusséo

Os 0leos essenciais vém ganhando destaque na aquicultura nos tltimos anos, em funcéo
da comprovacéo de vérias atividades biologicas em peixes, com destagque para o tratamento de
doencas parasitarias e bacterianas (Corral et al., 2018; Ferreira et al., 2019; Costa et al., 2020;
Chagas et al., 2020). Soma-se a isso o fato de ndo apresentarem efeitos nocivos para a salde
humana e para o ambiente (Reverter et al., 2014; Tavares-Dias et al., 2018). Com relagdo aos
OEs das espécies A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, estes vem sendo estudados para uso em
diferentes protocolos com peixes. Estes OEs constituidos principalmente por terpenos, com
composicgdo variavel de compostos quimicos, tem suas atividades biolégicas atribuidas em parte
aos seus compostos majoritarios, como o f-pineno para A. triphylla, o carvacrol para L. gracilis
e o dilapiol para P. aduncum, assim como a sinergia entre os diferentes compostos quimicos
presentes em seus OEs (Tavares-Dias, 2018). Contudo para que se possa explorar as atividades
bioldgicas desses trés OEs, além de conhecer a sua composi¢ao quimica, € necessario conhecer
também o potencial toxico dos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum para os peixes, em
especial para as espécies nativas, cujas informacdes sdo escassas (Malheiros et al., 2016;
Oliveira et al., 2018; Ferreira et al., 2019; Barriga et al., 2020).

Dados de toxicidade utilizando o 6leo essencial de P. aduncum séo escassos para peixes.
As informagdes disponiveis sdo com emprego do extrato aquoso de P. aduncum para o pirarucu
em exposicdo de 24 horas, com indicacio da concentracdo de 80 ml L, por ndo afetar a
sobrevivéncia dos peixes e sua homeostase fisioldgica (Queiroz, 2012). Neste estudo, a CLso-
4h com emprego do OE de P. aduncum foi estabelecida em 48,17 mg L™ para o tambaqui,
mostrando diferenca na tolerancia dos peixes, em funcdo de diferencas nos protocolos e nos
produtos obtidos (extrato aquoso e dleo essencial) de P. aduncum. Destaca-se que o dilapiol
esteve presente em 80,7% do OE de P. aduncum utilizado neste estudo, enquanto para o extrato
alcoolico estas informacGes ndo estdo disponiveis. Por outro lado, para organismos de diferentes
niveis tréficos (plantas, algas e nematoides), Miura et al. (2021) relataram que o OE de P.
aduncum (dilapiol, correspondendo a 75,5% do OE) afeta o crescimento e a mortalidade destes,
com maior sensibilidade apresentada por microcrustaceos. Esse conjunto de informac6es
ressaltam a importancia das avaliages ecotoxicoldgicas no estabelecimento de concentragdes
seguras para 0s organismos alvo e nao alvo.

Plantas do género Lippia tém sido utilizadas para inducdo anestésica em peixes € no
tratamento de doencas (Barriga et al., 2020; Brandao et al., 2021; Monteiro et al., 2021). Com
relacdo ao OE de L. origanoides, a concentracdo letal média 96 horas para o tambaqui foi

estabelecida em 15,2 mg L™ (Oliveira et al., 2018). Este valor ¢ inferior ao observado neste
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estudo para o OE de L. gracilis, que também possui o carvacrol (49,7%) em sua composi¢ao
com valores proximos aos da composicao do OE utilizado neste estudo (42,2%). Com relacéo
a CLso, a diferenca nos resultados pode estar relacionada ao tempo de exposigéo, que neste
estudo foi de 4 horas, possibilitando o tambaqui tolerar uma concentracdo mais elevada (CLso-
4h de 41,63 mg L), bem como ao efeito combinado dos outros constituintes do OE. Em outro
estudo de toxicidade utilizando OE de L. grata, heterotipico de L. gracilis, o tambaqui tolerou
700 mg L por 30 minutos, sendo observado efeito anestésico deste OE a partir de cinco
minutos de exposicao, mas sem mortalidade dos peixes, sendo esta concentracao recomendada
para uso em banhos terapéuticos (Barriga et al., 2020). Diferencas nos protocolos de avaliacéo,
no tamanho dos peixes, que para L. grata foi de 30 g, sdo raz0es apontadas para a diferenca
encontrada na tolerancia do tambaqui ao OE, uma vez que o percentual dos principais
constituintes quimicos do OE de L. grata, carvacrol (48,12%) e p-cimeno (24,39%), foram
préximos ao encontrado no presente estudo para L. gracilis (42,2% e 11,2%, respectivamente).

A. triphylla é um dos OEs bastante estudado na aquicultura com respeito a sua atividade
anestésica (Santos et al., 2017; Almeida et al., 2019). Para tambaqui, com o emprego de 150
mg L do OE de A. triphylla, por 4,7 minutos, 0s peixes atingiram a indugdo anestésica, sem
mortalidade dos peixes (Brand&o et al., 2021). Neste estudo de toxicidade, ndo houve registro
de mortalidade dos tambaquis dentro dos primeiros minutos ou horas de exposic¢éo ao OE de A.
triphylla, conforme relatado por Branddo et al. (2021), porém a partir de 3 horas de exposi¢do
as maiores concentracdes (120 e 140 mg L) e de 4 horas nas demais concentragdes (80 e 100
mg L) foram registradas mortalidades dos peixes, com determinacio da CLso-4h para o
tambaqui em 109,57 mg L™1. Comparado aos outros OEs (L. gracilis e P. aduncum), o tambaqui
apresentou maior tolerdncia ao OE de A. triphylla, em cuja composicdo estdo presente 0s
compostos B-pineno (22,1%), trans-pinocanfona (13,1%) e acetato de trans-pinocarvila (7,6%).
Conforme o critério de Zucker (1985), o OE de A. triphylla é classificado como praticamente
ndo-tdxico, enquanto os OEs de L. gracilis e P. aduncum foram classificados como ligeiramente
toxico, devendo-se ter atencdo quando do seu uso em protocolos de tratamento de doencas para
o0 tambaqui.

Diferentes danos morfoldgicos foram observados neste estudo nas branquias dos peixes
expostos aos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, sendo mais frequentes os danos de
grau | como hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo lamelar, descolamento do
epitélio e proliferacdo de células de cloreto. Esses mesmos danos foram observados por
Brandao et al. (2021) em tambaquis expostos aos OEs de A. triphylla, Lippia sidoides e M.

piperita e por Soares et al. (2017a) em tambaquis expostos ao OE de L. sidoides. Alteracdes
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como hipertrofia e hiperplasia epitelial lamelar sdo consideradas uma resposta comum e
inespecifica a danos branquiais subagudos a crénicos (Strzyzewska et al., 2016), e em conjunto
com as demais alteracdes pode ser indicativo de uma condicdo de estresse, pois evidenciam a
ativacdo funcional do 6rgdo de osmorregulacdo (Spanghero et al., 2019; Vieira et al., 2019).
Neste estudo, os danos de grau Il, como a ruptura do epitélio lamelar e aneurisma lamelar,
ocorreram em baixa frequéncia e foram registrados apds exposicao aos trés OEs avaliados.
Esses danos sdo mais severos e podem comprometer o funcionamento das branquias, que é o
orgao responsavel pelas trocas gasosas e idnicas, mas sdo reparaveis se as condi¢es adversas
forem controladas (Bernet et al., 1999).

A andlise semi-quantitativa dos danos branquiais, evidenciado pelos valores médios de
IAH, mostrou que os peixes expostos ao OE de A. triphylla apresentaram dano leve a moderado
(75%), com o valor médio de IAH variando de 12,5 a 17,6; padréo este observado por Brandao
et al. (2021) que evidenciaram funcionamento normal (75%) e danos leves a moderado nas
branquias de tambaqui (16,7%) com emprego do mesmo OE, durante inducdo anestésica, na
concentragdo de 150 mg L. Para o OE de L. gracilis o IAH variou de 9,6 a 14,1, com
funcionamento normal (63,88%) e danos leves a moderado nas branquias dos peixes (27,77%).
Estes resultados s&o similares aos observados com o OE de L. origanoides, que tem o carvacrol
como composto majoritario deste OE (49,7%) e em percentual proximo ao do OE de L. gracilis,
com a descricdo de danos moderados a graves, com o emprego de 40 mg L por 30 minutos,
mas que apos 24 horas de recuperacdo foram classificados como danos leves a moderados
(Soares et al., 2017b). Ja nas maiores concentracdes de P. aduncum (47,5, 50 € 52,5 mg L) as
branquias foram mais afetadas, com valores de IAH variando de 48,83 a 65,33. Na concentragao
de 50 mg L foram observadas alteracdes severas e irreversiveis nas branquias dos peixes,
como a necrose (dano de grau Ill). Com o OE de duas espécies de Lippia também foram
observados danos severos e irreparaveis nas branquias de tambaqui, com o emprego do OE de
L. alba por 30 minutos, nas concentracdes de 100 e 150 mg L%, com o IAH variando entre 66
e 121, respectivamente (Soares et al., 2016) e com o OE de L. sidoides (20 mg L™ por 15
minutos), cujo valor médio de IAH foi de 119,5, e em ambos 0s casos houve destaque para a
ocorréncia de necrose lamelar (Soares et al., 2017a).

E importante destacar que a ocorréncia de aneurisma é decorrente do colapso do sistema
de células pilares e que pode culminar na ruptura do epitéelio lamelar (dano de grau 1), sendo
essas alteragdes reversiveis caso a condigdo predisponente seja ajustada, mas caso a exposi¢do
ao agente agressor seja prolongada os danos podem progredir para o grau I, como a necrose

(Poleksic; Mitrovic-Tutundzic, 1994; Winkaler et al., 2007). Estas alteracdes foram observadas
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neste estudo nas concentragdes mais altas dos OEs de P. aduncum, L. gracilis e A. triphylla,
sendo responsaveis pelo maior grau de comprometimento das branquias e consequente redugdo
da capacidade respiratoria dos peixes, culminando na mortalidade destes. Portanto, 0 emprego
das informacdes morfologicas em conjunto com os valores de CLso-4 h dos OEs avaliados neste
estudo € de grande importancia para o estabelecimento de concentracBes seguras a serem

utilizadas em protocolos de tratamento de doencgas do tambaqui.

5. Concluséao

Os dleos essenciais de Lippia gracilis e Piper aduncum foram classificados como
ligeiramente toxico e Aloysia triphylla como praticamente ndo-tdxico para tambaquis. Pelo
indice de alteracdo histoldgica, a maioria dos danos nas branquias dos peixes com emprego dos
6leos essenciais foram categorizados como leves a moderados, mas com baixa frequéncia de
danos severos como aneurisma, além de danos irreversiveis como necrose nas maiores
concentragdes do 6leo essencial de P. aduncum. Estes 6leos essenciais podem ser utilizados

com parcimoénia, em menores concentracdes e periodos de exposicao.

Agradecimentos

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa (10.19.00.038.00.00) e
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Amazonas - Fapeam (Edital 002/2018, Universal
Amazonas) pelo apoio financeiro. Ao assistente José Marconde da Costa e Silva, da Embrapa
Amazonia Ocidental, e a bolsista Nilce Ellen dos Santos pelo auxilio na coleta de material

bioldgico dos peixes.

Referéncias

APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION), 1992. Standard methods for the
examination of water and waster. 18ed. Washington, DC: American Public Health Asso-
ciation, p.1050.

Andrade-Porto, S.M., Affonso, E.G., Malta, J.C.O., Roque, R., Ono, E.A., Araujo, S.0., Ta-
vares-Dias, M., 2017. Antiparasitic efficacy and blood effects of formalin on Arapaima
gigas. Aquaculture 479, 38-44.

Almeida, A.P.G., Correia, T.G., Heinzmann, B.M., Val, A.L., Baldisserotto, B., 2019. Stress-
reducing and anesthetic effects of the essential oils of Aloysia triphylla and Lippia alba
on Serrasalmus eigenmanni (Characiformes: Serrasalmidae). Neotrop. Ichthyol. 17(2),
€190021.



34

Bernet, D., Schmidt, H., Meier, W., Burkhardt-Holm, P., Wahli, T., 1999. Histopathology in
fish: proposal for a protocol to assess aquatic pollution. J. Fish Diseas., 22(1), 25-34.

Bancroft, J.D., Gamble, M. 2008. Theory and practice of histological techniques. 6th Edition,
Churchill Living Stone, Elsevier, China.

Baldissera, M.D., Souza, C.F., Moreira, K.L.S., Rocha, M.I.U.M., Veiga, M.L., Baldisserotto,
B., 2017. Melaleuca alternifolia essential oil prevents oxidative stress and amelioratesthe
antioxidant system in the liver of silver catfish (Rhamdia quelen) naturally infected with
Ichthyophthirius multifiliis. Aquaculture 480, 11-16.

Barriga, 1.B., Gonzales, A.P.F., Brasiliense, A.R.P., Castro, K.N.C., Tavares-Dias, M., 2020.
Essential oil of Lippia grata (Verbenaceae) is effective in the control of monogenean
infections in Colossoma macropomum gills, a large Serrasalmidae fish from Amazon.
Aquac. Res. 51, 3804-3812.

Branddo, F.R., Farias, C.F.S., Souza, D.C.M., Oliveira, M.I.B., Matos, L.V., Majolo, C.,
Oliveira, M.R., Chaves, F.C.M., O’Sullivan, F.L.A., Chagas, E.C., 2021. Anesthetic po-
tential of the essential oils of Aloysia triphylla, Lippia sidoides and Mentha piperita for
Colossoma macropomum. Aquaculture 534, 736-275.

Campos, C.M., Rodrigues, R.A., Oliveira, C.A.L., Nunes, A.L., Fantini, L.E., Ushizima, T.T.,
2014. Permanganato de potassio como agente terapéutico no controle de Epistylis sp. em
cachara Pseudoplatystoma reticulatum e seus efeitos na hematologia. Bol. Inst. Pesca
40(2), 157-166.

Chagas, E.C., Aquino-Pereira, S.L., Benavides, M.V., Branddo, F.R., Monteiro, P.C., Maciel,
P.0O., 2019. Neoechinorhynchus buttnerae parasitic infection in tambaqui (Colos-
soma macropomum) on fish farms in the state of Amazonas. Bol. Inst. Pesca 45(2), 1-6.

Corral, A.C.T., Queiroz, M.N., Andrade-Porto, S.M., Morey, G.A.M., Chaves, F.C.M., Fer-
nandes, V.L.A., Ono, E.A., Affonso, E.G., 2018. Control of Hysterothylacium sp. (Nem-
atoda: Anisakidae) in juvenile pirarucu (Arapaima gigas) by the oral application of es-
sential oil of Piper aduncum. Aquaculture 494, 37-44.

Costa, C.M.S., Cruz, M.G,, Lima, T.B.C., Ferreira, L.C; Ventura, A.S., Brand&o, F.R., Chagas,
E.C., Chaves, F.C.M., Martins, M.L., Jer6bnimo, G.T., 2020. Efficacy of the essential oils
of Mentha piperita, Lippia alba and Zingiber officinale to control the acanthocephalan
Neoechinorhynchus buttnerae in Colossoma macropomum. Aquac. Report. 18, 100414.
1-9.



35

Cunha, J.A., Scheeren, S.A., Salbego, J., Gressler, L.T., Madaloz, L.M., Junior, J.B., Bianchini,
A.E., Pinheiro, C.G., Bordignon, S.A.L., Heinzmann, B.M., Baldisserotto, B., 2017. Es-
sential oils of Cunila galioides and Origanum majoranaas anesthetics for Rhamdia
quelen: efficacy and effects on ventilation and ionoregulation. Neotrop. Ichthyol. 15(1),
e160076.

Dewi, R.R., Siallagan, W., Suryanto, D., 2018. The efficacy of sodium chloride application and
the control of fish lice (Argulus sp) infection on tilapia (Oreochromis niloticus). Acta
Aquatica. Aquatic. Sci. J. 5(1), 4-7.

FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations). The state of World Fisheries
and Aquaculture 28, 2020. Acessado em 03 de setembro de 2021.

Farias, C.S.F., Brandao, F.R., Sebastido, F.A., Souza, D.C.M., Monteiro, P.C., Majolo, C.,
Edsandra, C.C., Albendazole and praziquantel for the control of Neoechinorhynchus bu-
ttnerae in tambaqui (Colossoma macropomum). Aquac. Inter. 29, 1495 — 1505.

Ferreira, L.C., Cruz, M.G., Lima, T.B.C., Serra, B.N.V., Chaves, F.C.M., Chagas, E.C., Ven-
tura, A.S., Jerdnimo, G.T., 2019. Antiparasitic activity of Mentha piperita (Lamiaceae)
essential oil against Piscinoodinium pillulare and its physiological effects on Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818). Aquaculture 512, 734-343.

Fujimoto, R.Y., Hide, D.M.V., Paixdo, P.E.G., Abe, H.A., Dias, J.A.R., Sousa, N.S., Couto,
M.V.S,, Silva, R.V.B., Madi, R.R., Benavides, M.V., Ishikawa, M.M., Chagas, E.C., Boi-
jink, C.L., Dompieri, M.H.G., Pereira, A.M.L., Maciel, P.O., 2019. Fauna parasitaria e
relacdo parasito-hospedeiro de tambaquis criados na regido do Baixo Sdo Francisco, nor-
deste do Brasil. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. 71(2), 563-570.

Hamilton, M.A., Russo, R.C., Thurston, R.V., 1977. Trimmed Spearman-Kerber method for
estimating median lethal concentration in toxicity bioassays. Environ. Sci. Technol.
11(7), 714-719.

Izel, A.C.U., Crescéncio, R., O'Sullivan, F.F.L., Chagas, E.C., Boijink, S.L., Silva, J.I., 2013.
Producéo intensiva de tambaqui em tanques escavados com aeracdo. Embrapa Amazonia
Ocidental (Circular técnica 39); 4p, Manaus, AM, 2013. Disponivel em:
https://www.aguamat.com.br/wp. Acesso em 09 de setembro de 2021.

Lucena, D.C., Bertholdo-Vargas, L.R., Silva, W.C., Machado, A.F., Lopes, T.S., Moura, S.,
Neiva, M.B., 2017. Biological activity of Piper aduncum extracts on Anticar siagemma-
talis (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae) and Spodopterafru giperda (J.E. Smith) (Lepidop-
tera: Noctuidae). An. Acad. Bras. Cienc. 89(3), 1869-1879.


https://www.aquamat.com.br/wp

36

Maciel, P.O., Garcia, F., Chagas, E.C., Fujimoto, R.Y., Tavares-Dias, M., 2018. Trichodinidae
in commercial fish in South America. Rev. Fish Biol. Fisheries 28, 33-56.

Miura, P.T., Queiroz, S.C.N., Jonsson, C.M., Chagas, E.C., Chaves, F.C.M., Reyes, F.G., 2021.
Study of the chemical composition and ecotoxicological evaluation of essential oils in
with potential use in aquaculture. Aquac. Res. 52, 3415-3424.

Oliveira, S.R.N., Oliveira, M.A.S., Brand&o, F.R., Majolo, C., Chaves, F.C.M., Chagas, E.C.,
2018. Toxicity of Lippia origanoides essential oil in tambaqui (Colossoma macropomum)
and its effect against Aeromonas hydrophila. Bol. Inst. Pesca 44(2), 1-7.

Oliveira, M.1.B, Branddo, F.R., Silva, M.J.R., Rosa, M.C., Farias, C.F.S, Santos, D.S., Majolo,
C., Oliveira, M.R., Chaves, F.C.M, Bizzo, H.R., Tavares-Dias, M., Chagas, E.C., 2021.
In vitro anthelmintic efficacy of essential oils in the control of Neoechinorhynchus butt-
nerae, an endoparasite of Colossoma macropomum. J. Essent. Oil Res. 33, 1-14.

Prophet E.B. AFIP Laboratory Methods in Histotechnology. Armed Force Registry of Pathol-
ogy, Washington, DC. 279p. 1992.

Poleksi¢, V., Mitrovi¢-Tutundzi¢, V., 1994. Fish gills as a monitor of sublethal and chronic
effects of pollution. Sublethal chronic Eff. Pollut. Freshw. fish. Oxford Fish. News
Books p. 339-352.

PEIXE BR. Anuério brasileiro de piscicultura. 2021. 71p. Disponivel em: <https://www.pei-
xebr.com.br/anuariopeixe-br-da-piscicultura-2021/>. Acessado em 09 de Setembro de
2021.

Pereira, J.N., Morey, G.A.M., 2018. First record of Neoechinorhynchus buttnerae (Eoacanto-
cephala, Neochinorhynchidae) on Colossoma macropomum (Characidae) in a fish farm
in Roraima, Brazil. Acta. Am. 48(1), 42-45.

Queiroz, M.N., 2012. Efeito do extrato aquoso da Piper aduncum L no controle de parasitas
monogenéticos (Platyhelminthes: Monogenoidea) e parametros fisioldgicos do pirarucu
Araipama gigas (SCHINZ 1822). UniNilton Lins, Brazil. 83p. (Disserta¢do de mestrado).

Reverter, M., Bontemps, N., Lecchini, D., Banaigs, B., Sasal, P., 2014. Use of plant extracts in
fish aquaculture as an alternative to chemotherapy: Current status and future perspectives.
Aquaculture 433, 50-61.

Santos, A.C., Junior, G.B., Zago, D.C., Zeppenfeld, C.C., Silva, D.T., Heinzmann,
B.M., Baldisserotto, B., Cunha, M.A., 2017. Anesthesia and anesthetic action mecha-
nism of essential oils of Aloysia triphylla and Cymbopogon flexuosus in silver catfish
(Rhamdia quelen). Vet. Anaesth. Analg. 44(1), 106-113.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dos+Santos+AC&cauthor_id=27216232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Junior+GB&cauthor_id=27216232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zago+DC&cauthor_id=27216232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zeppenfeld+CC&cauthor_id=27216232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Heinzmann+BM&cauthor_id=27216232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Baldisserotto+B&cauthor_id=27216232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=da+Cunha+MA&cauthor_id=27216232

37

Santos, M.A., Peixoto, J.S., Madi, R.R., Espésito, T.S., 2018. Protozoan and metazoan parasites
of juvenile tambaqui Colossoma macropomum farmed in the Lower S&o Francisco, Bra-
zil. Acta Fisheries Aquatic Res. 6(1), 29-34.

Shinn, A.P., Pratoomyot, J., Bron, J., Brooker, A., 2015. Economic impacts of aquatic parasites
on global fin fish production. Glob. Aquacult. Advocate, p. 82-84.

Soares, B.V., Neves, L.R., Oliveira, M.S.B., Chaves, F.C.M., Dias, M.K.R., Chagas, E.C., Ta-
vares-Dias, M., 2016. Antiparasitic activity of the essential oil of Lippia alba on ectopar-
asites of Colossoma macropomum (tambaqui) and its physiological and histopathological
effects. Aquaculture 452, 107-114.

Soares, B.V., Neves, L.R., Ferreira, D.O., Oliveira, M.S.B., Chaves, F.C.M., Chagas, E.C., Ta-
vares-Dias, M., 2017. Antiparasitic activity, histopathology and physiology of Colossoma
macropomum (tambaqui) exposed to the essential oil of Lippia sidoides (Verbenaceae).
Vet. parasitol. 234, 49-56.

Soares, B.V., Cardoso, A.C.F., Campos, R.R., Goncalves, B.B., Santos, G.G., Chaves, F.C.M.,
Chagas, E.C., Tavares-Dias, M., 2017. Antiparasitic, physiological and histological ef-
fects of the essential oil of Lippia origanoides (Verbenaceae) in native freshwater fish
Colossoma macropomum. Aquaculture 469, 72-78.

Sousa, R.L., Santos, 1.G.C., Silva, K.E.R., Barcelos, J.F.M., Costa, O.T.F., Santos, M.C., 2020.
Infectious agents and parasites that affect tambaqui (Colossoma macropomum) and treat-
ments used to control these pathogens: a systematic review. Sci. Am. 9(3).

Spanghero, D.B.N., Spanghero, E.C.A.M., Pedron, J.S., Chagas, E.C., Chaves, F.C.M., Zani-
boni-Filho, E., 2019. Peppermint essential oil as an anesthetic for and toxicity to juvenile
silver catfish. Pesq. Agropec. Brasileira 54, e00367.

Strzyzewska, E., Szarek, J., Babinska, 1., 2016. Morphologic evaluation of the gills as a tool in
the diagnostics of pathological conditions in fish and pollution in the aquatic environ-
ment: a review. Vet. Med. 61(3), 123-132.

Tavares-Dias, M., 2021b. Toxic, physiological, histomorphological, growth performance and
antiparasitic effects of copper sulphate in fish aquaculture. Aquaculture 535, 736350.

Tavares-Dias, M., 2021a. Toxicity, physiological, histopathological and antiparasitic effects of
the formalin, a chemotherapeutic of fish aquaculture. Aquacult. Res. 52, 1803-1823.

Tavares-Dias, M., Martins, M.L., 2017. An overall estimation of losses caused by diseases in
the Brazilian fish farms. J. Parasitol. Diseases 41(4), 913-918.

Valenti, W.C., Barros, H.P., Moraes-Valenti, P; Bueno, G. w; Cavalli, R. O. Aquaculture in
Brazil: past, present and future. 2021. Aquacult. Rep. 19, 100611.


https://seer.ufs.br/index.php/ActaFish/issue/view/622
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856
http://lattes.cnpq.br/9187049744585856

38

Valladdo, G.M.R., Gallani, S.U., Pilarski, F., 2018. South American fish for continental aqua-
culture. Rev. Aquacult. 10(2), 351-369.

Vieira, J.A.R.A,, Silva, G.S., Matos, L.V., Oliveira, M.I.B., Val,, A.V.M.F., 2019. Avaliacéo
dos efeitos do Roundup® e da hipoxia sobre os parametros hematologicos e histologia
branquial de Colossoma macropomum (Cuvier, 1818). Sci. Am 8, 16-28.

Winkaler, E.U., Santos, T.R.M., Machado-Neto, J.G., Martinez, C.B.R., 2007. Acute lethal and
sublethal effects of neem leaf extract on the neotropical freshwater fish Prochilodus lin-
eatus. Comp. Biochem. Physiol.145, 236-244.

Zhu, F., 2020. A review on the application of herbal medicines in the disease control of aquatic
animals. Aquaculture 526, 735422.

Zucker, E., 1985. Hazard Evaluation Division - Standard Evaluation Procedure - Acute Toxicity

Test for Freshwater Fish. USEPA Publication, 540(9), 85-106.



FIGURAS E TABELAS

B-pineno

‘ trans-pinocanfona
acetato de trans-pinocarvila
guaiol

cis-pinccanfona
trans-pinocarveol

a-pineno

6xido de cariofileno
mirceno

(E)-cariofileno

limoneno

mirtenol

germacrenoc B

pinocarvona

germacreno D

carvacrol
p-cimeno
y-terpineno
timol, metil-éter
(E)-cariofileno
biciclogermacreno
timol
a-terpineno
aromadendreno
1,8-cineol
a-tujeno
a-humuleno
limoneno
terpinen-4-ol

dilapiol
(E)-cariofileno
miristicina
B-pineno

oxido de cariofileno
a-pineno
viridiflorol
(E)-B-ocimeno
biciclogermacreno
a-humuleno
(E)-nerolidol
espatulenol
(Z)-B-ocimeno
d-amorfeno
limoneno

7,6
5,3
49
37
3,1
3.0
2,8
2,8
2,8
2,5
2,2
2,2
2,0
0 5 10
11,2
107
6,1
5,1
5,0
35
2,1
14
14
13
12
0.8
07
10 20
4.6
2,9
24
1.1
1.1
1,0
0,8
0,7
0,7
0.6
05
04
03
0,3
] 20 40

20

30

60

39

22,1

25
Teor(%)

42,9

40
Teor(%)

80,7

80
Teor(%)

Figura 1. Representacdo dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais de Aloysia triphylla

(A), Lippia gracilis (B) e Piper aduncum (C).



40

100% 1 .
A e-8.41 +0,08x R2 089 A
f=——— R*=0,
-8,41+0 08x
. 1+e
e 75%
]
=}
o
o
= [ Clso=109,57
E GO = =imrmimimim i S A Bomm
E
o
sl
%
B 25%-
—
0% 1
0 50 100
100% S .
-7.45+0,18%
&
f=———— R?=088 B
1+e-?.45—0.133
3
S 75%
@
=]
m .
o Clsp=41,63
T
5 50%;
£
@
=]
2
® 25%-
'_
0%-
0 20 40
100% 1 .
-24 60+0.51x
A S . Roge
n= 1 +e-24.so.0.51:-‘ . C
)
= 75%
@
e
m
b
= Clso=48,17
g SD‘J'D - - P ——— R —— R R —
=
@
-
2
@ 25%
=
0%
0 10 20 30 40 50
Concentragéo (mg/L)

Figura 2. Taxa de mortalidade (%) de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum,
submetidos a diferentes concentragdes dos Oleos essenciais de Aloysia triphylla (A), Lippia
gracilis (B) e Piper aduncum (C) durante 4 horas, e estimativas da concentracdo média letal
(CLso).



41

Figura 3. Identificacdo dos danos histopatologicos observados nas branquias de Colossoma
macropomum, apos 4 horas de exposi¢do aos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia
gracilis e Piper aduncum. A: Descolamento epitelial (asteriscos) na concentragdo de 40 mg L~
! do oleo essencial de L. gracilis. B: Dilatagdo capilar nas lamelas branquiais dos peixes
expostos a 50 mg L do dleo essencial de P. aduncum (seta). C: Fusdo lamelar observada na
concentracéo de 35 mg L *do dleo essencial de L. gracilis (seta grossa). D: Necrose observada
nas branquias dos peixes expostos a 50 mg L™ do 6leo essencial de P. aduncum, com areas de

degeneracéo citoplasmatica (asteriscos).



42

Tabela 1. Frequéncia relativa (%) dos danos histopatol6gicos em branquias de Colossoma

macropomum, ap0s exposicao aos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper

aduncum.
Alteracdes Oleos
) ) Grau Aloysia Lippia Piper
histopatoldgicas
triphylla gracilis aduncum

Hipertrofia do Grau | 12,28 13,72 12,13
epitélio lamelar
Hiperplasia do Grau | 12,85 13,90 12,58
epitélio lamelar
Fusdo lamelar Grau | 10,20 11,27 8,60
Descolamento do Grau | 12,85 13,90 11,96
epitélio
Dilatacao capilar Grau | 9,64 12,59 9,92
Constrigéo capilar Grau | 3,96 8,08 5,50
Proliferacédo de Grau | 12,85 13,72 12,58
celulas de cloreto
Proliferacdo de Grau | 8,50 4,13 7,79
células mucosas
Edema Grau | 6,23 2,44 5,56
Ruptura epitelial Grau Il 2,64 3,94 1,37
(hemorragia)
Aneurisma lamelar Grau Il 7,93 2,25 8,21
Necrose Grau Il 0 0 3,77

Total (%) 100 100 100
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Figura 4. Valores médios do indice de alteragdo histopatologica (IAH) nas branquias de
Colossoma macropomum expostos aos 6leos essenciais de Aloysia triphylla (A), Lipia gracilis
(B) e Piper aduncum (C). Letras diferentes sobre a barra indicam diferenga entre os tratamentos

pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Tabela 2. Frequéncia relativa (%) por escala do indice de alteracdo histopatoldgica (IAH)

observado em branquias de Colossoma macropomum, ap0s exposic¢ao aos 0leos essenciais de

Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum.

Escala Oleo essencial

de IAH Aloysia Lippia Piper Interpretacdo
triphylla gracilis | aduncum

0al0 20,00 63,88 13,33 | Funcionamento normal do érgéo

11a20 75,00 27,77 60,00 | Danos leves a moderados no érgao

21 a50 4,16 8,33 5,00 Alteraces moderadas a severas no 6rgédo
50a 100 0,00 0,00 3,33 AlteracOes severas no 0rgao

> 100 0,00 0,00 18,33 | Danos irreparaveis no 6rgao




Capitulo 2

Eficacia dos 0leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper
aduncum no controle de Piscinoodinium pillulare (Shaperclaus, 1954) em

Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)

Artigo elaborado conforme as normas da Aquaculture

45



46
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controle de Piscinoodinium pillulare (Shaperclaus, 1954) em Colossoma macropomum
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a eficacia dos Oleos essenciais de Aloysia triphylla,
Lippia gracilis e Piper aduncum no controle de Piscinoodinium pillulare em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum), bem como as alteragdes hematoldgicas, bioquimicas e
enzimaticas apos aplicacdo de banhos terapéuticos. Foram avaliados sete tratamentos, com trés
repeticdes, sendo eles: controle, 6leo essencial de A. triphylla (40 e 50 mg L), OE de L. gracilis
(20 e 30 mg L) e OE de P. aduncum (10 e 20 mg L™). Os peixes foram expostos a trés banhos
de 15 minutos com o OE, a cada 24 horas. Ap0s 0s tratamentos com 0s 0leos essenciais, a
contagem do P. pillulare foi feita em camera de sedgewick rafter utilizando trés aliquotas de
cada amostra. Para avaliar o estado fisioldgico dos peixes foram determinados o hematdcrito,
numero de eritrocitos, hemoglobina, glicose, proteinas totais, bem como a atividade das
enzimas aspartato aminostransferase, alanina aminostransferase e fosfatase alcalina. A eficacia
do OE no controle de P. pillulare variaram de 63,8 a 83,8%, sendo os maiores valores obtidos
com emprego do OE de P. aduncum. Com relagdo aos parametros hematoldgicos e bioquimicos,

nédo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com os OEs, mas a infec¢ao
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por P. pillulare promoveu reducéo nos valores de hematocrito e hemoglobina, além de aumento
na glicose plasmatica e proteinas totais. Houve redugdo significativa nos valores da alanina
aminotransferase (ALT) com o OE de P. aduncum e A. triphylla em comparacdo aos
tratamentos com OE de L. gracilis, mas ndo comprometeram a funcéo hepatica em tambaquis.
Portanto, os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum s&o indicados para o tratamento de
tambaquis infestados por P. pillulare.

Palavras-chave: banhos terapéuticos, parametros sanguineos, parasitos, produtos naturais,

Colossoma macropomum.

1. Introducéo

A producdo de peixes no Brasil estd em pleno crescimento, com alta de 5,93% em 2020,
atingindo 802.930 toneladas. As espécies nativas contribuem para esse resultado com 278.671
toneladas em 2020, mantendo o segundo lugar, mas com uma queda de 3,2% no total produzido
(PEIXE BR, 2021). O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), mantem-se em
destague como a espécie nativa mais produzida (Valenti et al., 2021), todavia dados do IBGE
(2020) indicam queda de 10,4% em 2019, quando comparado com a producdo de 2016,
principalmente devido a problemas climaticos, sanitarios e de mercado.

Dentre 0s parasitos que acometem o tambaqui, o acantocéfalo Neoechinorhynchus
buttnerae (Golvan, 1956) e o dinoflagelado Piscinoodinium pillulare (Shaperclaus, 1954) vém
chamando atencdo nos estudos epidemioldgicos realizados em pisciculturas, em especial no
Norte do pais (Sant’Ana et al., 2012; Gomes et al., 2018; Chagas et al., 2019; Fujimoto et al.,
2019; Arbildo-Ortiz et al., 2020). Com relacdo ao dinoflagelado P. pillulare, este é responsavel
por causar a piscinodiniase, conhecida popularmente como doenca do veludo e/ou ferrugem
(Martins et al., 2015; Ferreira-Junior et al., 2018).

O parasito P. pillulare possui ciclo de vida direto, apresenta como caracteristica o
formato de saco ou péra, cor castanho-amarelada, a presenca de cloroplastos dentre as suas
organelas e um disco de fixacdo composto de rizocistos que penetram nas células dos
hospedeiros, sendo sua caracteristica parasitaria decorrente de sua acdo oportunista na fixacéo
e danos no tegumento e branquias dos peixes (Marchiori & Martins, 2013; Martins et al., 2015).
A patogenia provocada por este parasito promove aumento da produgdo de muco, hemorragia
no tegumento, degeneracédo e necrose das células, inflamacéo, além de hiperplasia e fusao das
lamelas secundarias, levando a um quadro grave de problemas respiratorios com perdas de até
90% do plantel (Sant’Ana et al., 2012; Ferreira-Janior et al., 2018).
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Para reducdo da carga de ectoparasitos em peixes sdo utilizados produtos quimicos
como sulfato de cobre, cloreto de sddio, permanganato de potassio, formalina, entre outros, mas
com efeitos adversos em altas concentracdes para 0s peixes, ambiente e saide humana (Martins
et al., 2017; Tavares-Dias, 2021a, b), o que tem despertado a busca por alternativas naturais
para promover a aquicultura sustentavel, como os produtos de origem vegetal (Tavares-Dias,
2018; Zhu, 2020; Dawood et al., 2021). Nesse sentido, 0s 6leos essenciais (OES) se destacam
devido as atividades biologicas de seus compostos bioativos, a exemplo da atividade
antiparasitaria em peixes (Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Ferreira et al., 2019), bem
como em razdo de suas propriedades biodegradaveis, baixa toxicidade, facil obtengdo e menor
possibilidade de causar resisténcia parasitaria (Tavares-Dias, 2018; Zhu, 2020; Dawood et al.,
2021).

O OE das espécies Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum apresentam pro-
priedades bactericida, acaricida, larvicida, moluscida, antihelmintica e antiprotozoéria (Lorenzi
& Matos, 2008; Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018). Entretanto, informag6es sobre a efi-
cacia destes OEs no tratamento de P. pillulare em tambaqui, e os efeitos secundarios desta
exposicdo sdo escassas (Ferreira et al., 2019). Essa lacuna do conhecimento cientifico precisa
ser elucidada dado o aumento de registros de mortalidade nos sistemas de cultivo em decorrén-
cia de infestac@es por P. pillulare. Além disso, o quadro é agravado devido a restricéo do tra-
tamento convencional (Sant’Ana et al., 2012; Ferreira-Junior et al., 2018; Arbildo-Ortiz et al.,
2020).

O objetivo deste estudo foi determinar a eficacia dos 6leos essenciais de Aloysia
triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum no tratamento de Piscinoodinium pillulare em
juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), bem como as alteragdes hematoldgicas,

bioquimicas e enzimaticas apds aplicacdo de banhos terapéuticos.

2. Material métodos
2.1. Extracdo e caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais

Espécimes de plantas de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foram cultivadas na
divisdo de plantas medicinais e hortalicas da Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus,
Amazonas, Brasil). Folhas e inflorescéncias foram coletadas e secas em temperatura
ambiente, e ap0s secagem 0s 0Oleos essenciais destes materiais foram extraidos pelo método
de hidrodestilacdo, por meio de aparelho de Clevenger, por cerca de duas horas. Ao final da

extragdo, amostras do dleo essencial foram recolhidas e enviadas para anélises da sua
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composi¢cdo quimica por cromatografia gasosa e espectrometria de massa na Embrapa
Agroindustria de Alimentos, conforme descrito em Oliveira et al. (2021).

2.2. Aquisicao, aclimatacdo e analise parasitaria dos peixes

Juvenis de tambaqui, C. macropomum (n=230, 272,43 = 84,08 g; 25,38 = 2,73 cm)
foram obtidos em uma piscicultura comercial do municipio de Iranduba (Manaus, AM,
Brasil). Os peixes foram transportados para o setor de piscicultura da Embrapa Amazonia
Ocidental, onde foram aclimatados por 14 dias em tanques de 1000 L, com sistema de
circulacdo de agua, aquecimento e aeracao constantes. Durante aclimatacao os peixes foram
alimentados com racdo extrusada comercial para peixes onivoros, contendo 32% de proteina
bruta, até a saciedade aparente, duas vezes ao dia.

A infeccdo natural dos peixes pelo dinoflagelado P. pillulare foi confirmada pela
visualizagdo dos sinais clinicos e analise das branquias dos peixes (n=20) em microscopio
optico, conforme metodologia descrita por Maciel et al. (2018). A prevaléncia de P. pillulare
foi de 100%, com intensidade média e abundancia média de 18.600+ 1.837,38.

Este estudo foi desenvolvido com a aprovacéo de seu protocolo pela Comissdo de Etica

para Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental (protocolo n° 02/2019).

2.3. Desenho experimental
Os peixes (n=210) foram distribuidos em 21 tanques de 1000 L, em delineamento
experimental inteiramente casualizado, compondo sete tratamentos com trés repeticdes, sendo
eles: controle (4gua do tanque de cultivo), OE de A. triphylla (40 e 50 mg L), OE de L.
gracilis (20 e 30 mg L) e OE de P. aduncum (10 e 20 mg L™?). As concentracdes dos OEs
foram definidas em testes de toxicidade (Santos, 2021) e aplicadas em protocolo de banhos
terapéuticos, sendo os OEs diluidos em alcool etilico (1:10) e misturados na dgua dos tanques.
Os banhos terapéuticos foram realizados em tanques com com o volume fixo de 60 L,
sendo os banhos aplicados com duragéo de 15 minutos e repetidos por trés dias consecutivos
de acordo com Meneses et al. (2018). Apds o terceiro banho, os peixes foram coletados para
realizacdo da avaliagdo fisiologica (15 peixes por tratamento) e parasitolégica (30 peixes por
tratamento).
Os parametros de qualidade de agua foram monitorados diariamente durante o
experimento, e os valores médios registrados foram: oxigénio dissolvido 5,03 + 0,4 mg L,
temperatura 29,9 + 1,9 °C (YSI Pro20, YSI Inc., USA) e pH 6,6 + 0,3 (YSI F-1100, YSI Inc.,



50

USA). A alcalinidade (111,76 + 32,21 mg L) e amonia total (0,346 + 0,77 mg L) foram
determinados pelos métodos de titulagdo e endofenol, respectivamente (APHA,1992).

2.4. Variaveis hematoldgicas, bioguimicas e enzimaticas

Ap0s os banhos terapéuticos, o sangue dos peixes foi coletado por punc¢éo da veia caudal
com seringas heparinizadas, sendo determinado o hematocrito (Hct) pelo método de
microhematdcrito com a leitura do percentual de sedimentacdo em escala padronizada, a
hemoglobina (Hb) pelo método da cianometemoglobina segundo Collier, (1944) e a contagem
de eritrocitos (RBC), apo6s diluicdo do sangue em solugédo de formol citrato, com uso de camara
de Neubauer, sob microscépio dptico (Natt e Herrick, 1952). Com bases nesses dados, 0 volume
corpuscular médio (VCM) e a concentracdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM) foram
determinados (Ranzani-Paiva et al., 2013). Quanto as varidveis bioguimicas, determinou-se 0s
niveis de glicose plasmatica (GP) pelo método da glicose oxidase e proteinas totais (PT) pelo
método de biureto, com emprego de kits comerciais especificos (Labtest®, Minas Gerais,
Brasil), além das varidveis enziméaticas como a atividade da aspartato aminotransferase (AST)
e da alanina aminotransferase (ALT) no plasma por kit em modo cinético, enquanto a fosfatase

alcalina (ALP) foi determinada com uso de kit colorimétrico (LabTest®, Minas Gerais, Brasil).

2.5. Andlise parasitoldgica e eficcia dos 6leos essenciais

Apds a coleta de sangue, 0s peixes pertencentes aos diferentes tratamentos (n=30)
foram eutanasiados por perfuracao craniana, sendo as branquias coletadas e fixadas em formol
5%. A contagem de P. pillulare foi feita em cdmara de Sedgewick Rafter, com auxilio de
microscopio 6ptico, conforme descrito por Maciel et al. (2018). Com esses resultados foram
calculados os indices parasitarios de prevaléncia, intensidade média e abundancia média da
infestacdo, de acordo Bush et al. (1997). A eficacia dos banhos terapéuticos com os OEs de
A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foi calculada de acordo com a recomendagdes de Dotta
et al. (2015).

2.6. Analise estatistica
Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade da variancia pelo teste de Levene. Dados ndo normais foram logaritimizados
(log natural). Andlise de variancia (one-way ANOVA), seguida por teste de Tukey foram
aplicados para dados paramétricos ou anéalise de Kruskal-Wallis seguida por teste de Dunn,

quando néo verificada a normalidade dos dados. O nivel de significancia utilizado em todos
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os testes foi de 95% (p-value >0.05). Para isso, utilizou-se o Software R estatistica versdo
4.0.2.

3. Resultados
A composicdo quimica dos 6leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum
esta apresentada na Tabela 1. Os constituintes majoritarios do OE de A. triphylla foram f-
pineno (22,1%), trans-pinocanfona (13,1%) e acetato de trans-pinocarvila (7,6%). Para o OE
de L. gracilis detectou-se carvacrol (42,2%), p-cimeno (11,2%) e y-terpineno (10,7%),
enquanto para o OE de P. aduncum foi observado dilapiol (80,7%), (E)-cariofileno (4,6%) e
miristicina (2,9%) (Tabela 1).

Neste estudo, os tambaquis apresentaram prevaléncia de 100% para P. pillulare com
intensidade média e abundancia média variando de 9706,7+3061,6 a 1440,0+904,4 (Tabela 2).
Com relacdo aos valores de intensidade e abundancia média, observou-se um aumento
significativo nesses indices no tratamento controle comparado aos demais tratamentos com 6leo
essencial, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com OE (Tabela 2).

Com relacdo a eficacia dos banhos terapéuticos, com os OEs de A. triphylla, L. gracilis
e P. aduncum, observou-se que os valores variaram de 63,8 a 83,8% (Figura 1). Os maiores
valores de eficacia foram obtidos com os tratamentos empregando o OE de P. aduncum, com
valores de eficacia de 80,7 e 83,8% empregando as concentragdes de 10 e 20 mg L7,
respectivamente (Figura 1). Ndo foram observadas mortalidades durante ou ap6s a aplicacdo
dos banhos terapéuticos com os 6leos essenciais avaliados.

Com relacdo aos parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos com 6leos essenciais e 0 grupo
controle (Tabela 3). Com relacdo aos parametros enzimaticos, somente para a (ALT) observou-
se uma reducdo significativa (p>0,05) nos valores desta enzima nos tratamentos com os OEs de
P. aduncum (10 e 20 mg L) e A. triphylla (40 e 50 mg L), em comparag&o ao tratamento com
OE de L. gracilis (20 e 30 mg L) (Tabela 3).

4. Discussao

Alternativas naturais para o tratamento de doencas parasitarias e bacterianas em peixes
estdo sendo priorizadas para promoc¢édo da aquicultura sustentavel (Tavares-Dias, 2018; Zhu,
2020; Dawood et al., 2021). Dentre os produtos vegetais, 0s 6leos essenciais das espécies A.
triphylla, L. gracilis e P. aduncum vém sendo estudados quanto a atividade antiparasitaria em

diferentes espécies peixes (Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Barriga et al., 2020;
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Oliveira et al., 2021). E importante destacar que a atividade antiparasitaria destes OEs é
atribuida aos seus compostos bioativos, a exemplo dos compostos majoritarios 3-pineno, trans-
pinocanfona e acetato de trans-pinocarvila no OE de A. triphylla, carvacrol, p-cimeno ¢ y-
terpineno no OE de L. gracilis e dilapiol, (E)-cariofileno e miristicina no OE de P. aduncum.
Em outros estudos, observou-se para as espécies L. gracilis e P. aduncum composi¢do quimica
semelhante, com varia¢do apenas no percentual dos compostos (Corral et al., 2018; Barriga et
al., 2020; Miura et al., 2021), ja para o OE de A. triphylla foi observada diferenca tanto nos
constituintes quanto no percentual dos compostos (Santos et al., 2017; Bandeira-Junior et al.,
2018), e esta variacdo na composi¢do dos OEs é explicada por fatores edafoclimaticos e
ambientais, que tém grande influéncia na biossintese dos metabdlitos secundarios (Tavares-
Dias, 2018).

Com o uso de 0leos essenciais para o controle de protozoarios em peixes nativos do
Brasil h& poucos dados disponiveis na literatura, e para o dinoflagelado P. pillulare é ainda
mais restrito (Tavares-Dias, 2018; Dawood et al., 2021). Ferreira et al. (2019) observaram
umareducao significativa na intensidade parasitaria deste parasito em tambaqui, apds aplicacao
de banhos terapéuticos com OE de Mentha piperita. Esses autores encontraram eficacia de
79,9% no muco e 54,6% nas branquias de tambaqui, com emprego de banhos com 40 mg L
do OE de M. piperita, que tem o mentol como composto majoritario deste OE, o qual também
apresenta atividade anestésica (Branddo et al., 2021). Reducdo da intensidade parasitaria de P.
pillulare nas branquias de tambaqui também foi observada no presente estudo, mas com
emprego dos OEs de L. gracilis, A. triphylla e P. aduncum (intensidade média variando de
3.326,7 a 1.440,0), com os maiores valores de eficacia antiparasitéria (65,8%, 78,4% e 83,3%)
observados com o emprego dos OEs de L. gracilis (30 mg L), A. triphylla (50 mg L) e P.
aduncum (20 mg LY), respectivamente, em protocolo de banhos terapéuticos de 15 minutos por
3 dias consecutivos. Destaca-se que a acdo dos OEs causa ruptura da membrana e
extravazamento do conteudo citoplasmatico das células dos parasitos, devido a hidrofobicidade
e permeabilidade celular, levando a alteracdo da morfologia celular e cessacdo da atividade
parasitaria (Dawood et al., 2021).

Estudos mostram que certos OEs podem reduzir significativamente a intensidade de
outras espécies de protozoarios em peixes, a exemplo do OE de Melaleuca alternifolia que na
concentracéo de 50 pL L, quando aplicado em banhos terapéuticos por duas horas em cinco
dias consecutivos, reduziu 99,80% na pele e 98,80% nas branquias a infestacao pelo I. multifiliis
em pacu (Piaractus mesopotamicus) (Valladdo et al., 2016). Com a aplicacdo do mesmo OE e

concentracdo para I. multifiliis em jundia (Rhamdia quelen), os autores relataram eficacia de
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94,87%, em banhos de 1 hora por 4 dias, cujos constituintes majoritarios deste OE foram
terpineno-4-ol (27,15%), y-terpineno (24,08%) e a-terpineno (9,65%) (Baldissera et al., 2017).
Estes mesmos compostos também foram registrados neste estudo com OE de L. gracilis, porém
em menores percentuais. Outros compostos observados nos OEs de A. triphylla, L. gracilis e
P. aduncum no presente estudo foram germacreno D, biciclogermacreno, E-cariofileno e 6xido
cariofileno, os quais também foram registrados no OE de Varronia curassavica, que promoveu
reducdo de 30% dos trofontes do protozoario I. multifiliis em tambaquis, em banho de 1 hora
nas concentragdes de 0,5 e 2,0 mg L™, e a acdo deste OE foi confirmada pelos danos a
membrana plasmatica do protozoario, conforme relatado por Nizio et al. (2018). Portanto, esses
resultados reforcam o potencial dos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum e de seus
constituintes quimicos para o controle de protozoarios em peixes, como o dinoflagelado P.
pillulare nas branquias de tambaqui.

Para outros parasitos de peixes tambem foi relatada a eficAcia dos Oleos
essenciais/extratos das plantas avaliadas neste estudo. Queiroz (2012) relataram que o extrato
aquoso de P. aduncum apresentou eficacia acima de 80% para helmintos monogenoides de
pirarucu (Arapaima gigas). O OE de P. aduncum apresentou eficacia de 76,21% ap0s
administracdo oral de 64 mL kg™ por 15 dias no controle do nematoide Hysterothylacium sp.
em pirarucu (Corral et al., 2018). Oliveira et al. (2021) relataram que os OEs de P. aduncum,
A. triphylla e L. gracilis apresentam eficacia anti-helmintica in vitro contra o acantocéfalo N.
buttnerae de tambaqui. Com emprego do OE de L. grata, heterotipico de L. gracilis, em banhos
terapéuticos na concentragdo de 700 mg L por 30 min, foi relatada eficacia de 95,1% no
controle de monogenea (Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis,
Mymarothecium boegeri e Linguadactyloides brinkmanni) em tambaquis (Barriga et al., 2020).
E importante destacar a forte atividade antiparasitaria destes OEs para diferentes grupos de
parasitos, os quais constituem fonte sustentavel para a elaboracéo de bioprodutos para controle
de parasitoses que acometem os peixes de cultivo.

Neste estudo, os parametros hematoldgicos ndo foram afetados pela aplicacdo dos ba-
nhos terapéuticos com os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, observado peos baixos
valores de hematdcrito e hemoglobina, mas sim pela infec¢do dos peixes pelo dinoflagelado P.
pillulare, cuja intensidade média inicial foi de 18.600. Estes parametros estdo relacionados a
capacidade de transporte de oxigénio, e sua reducdo em peixes parasitados pode tambeém ser
indicativo de uma condic¢do de anemia (Tavares-Dias, 2015). Esses resultados sdo reforcados
pelo modo de acdo do P. pillulare, que se fixa as células do hospedeiro através de prolonga-

mentos em forma de raiz, os rizocistos, e podem causar hemorragias no tegumento dos peixes,
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além de provocar hiperplasia e fusdo das lamelas secundarias, promovendo graves problemas
respiratérios (Martins et al., 2001; Tavares-Dias et al., 2021c). A reducdo nos valores de hema-
tocrito, hemoglobina e nimero de eritrocitos ja foram registrados em tilapia do Nilo (Oreochro-
mis niloticus) e em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) infestados pelo protozoario 1. multi-
filiis (Tavares-Dias et al., 2002; Azimzadeh, 2016). J& Soares et al. (2016) relataram que altas
concentragdes do OE de Lippia alba (100 e 150 mg L) em banhos terapéuticos de 30 min
promoveram alteracfes nos parametros sanguineos, como aumento nos niveis de trombacitos,
linfdcitos, eosinofilos e numero de neutrdéfilos, além de reducédo na intensidade do protozoario
I. multifiliis em tambaqui (40,7% e 50,3%).

Os pardmetros bioquimicos, como glicose plasmatica e proteinas totais ndo diferiram
significativamente (p<0,05) entre os tratamentos com os OEs, apesar de apresentarem valores
moderadamente aumentados em relacdo ao controle. Destaca-se que 0 aumento dos valores de
glicose s&o indicativos de uma condicdo de estresse, que pode ser do manejo decorrente da
aplicacdo de trés banhos consecutivos e/ou da infestacdo por P. pillulare. N&o é sugerido que o
estresse tenha sido causado pelas concentraces de OE neste estudo, ja que as concentracdes
dos OEs utilizadas neste estudo foram bem inferiores a da concentracdo média letal estabelecida
para o tambaqui (Santos, 2021).

Alguns autores relataram reducdo nos niveis plasmaticos das enzimas (AST) e (ALT)
como efeito promotor da atividade hepatica, em resposta a inclusdo de produtos naturais na
dieta de peixes (Karata et al., 2020; Yousefi et al., 2020). Essa resposta foi observada no
presente estudo para a atividade da ALT, nos peixes com redu¢do nos valores desta enzima nos
peixes parasitados com P. pillulare e tratados com OE de P. aduncum e A. triphylla, indicando
que estes OEs tém efeito hepatoprotetor. De forma semelhante, com emprego do OE de
gengibre (Zingiber officinale) na dieta da dourada (Sparidentex hasta), os niveis plasmaticos
de ALT e AST diminuiram com dieta combinando 10 g kg * de gengibre, 10 g kg™* de alho
(Allium sativum) e 10 g kg ~* de tomilho (Thymus vulgaris), indicando melhora na satide do
figado (Jahanjoo et al., 2018). Destaca-se que a ALT e uma enzima indicadora de dano da
funcdo hepatica e esta relacionada ao metabolismo de proteinas, podendo sofrer alteracGes em
decorréncia de toxicidade de produtos ou exposicdo a patogenos (Slavik et al., 2017; Yousefi
et al., 2020). Neste estudo, apesar do aumento significativo da ALT nos tratamentos com OE
de L. gracilis (20 e 30 mg L) em relacdo aos demais tratamentos, considera-se que este
aumento ndo € indicativo de danos graves ao figado de tambaquis infectados por P. pillulare,

pois em tambagquis saudaveis a variacdo nos valores médios de ALT foi de 26,83 a 40,1 U L


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/thymus-vulgaris
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621005974#bb0135
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(Souza, 2019). Portanto, a aplicagdo de banhos com os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P.

aduncum ndo comprometeram a funcdo hepatica em tambaqui do presente estudo.

5. Concluséao

Os OEs de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum apresentaram atividade
antiprotozoaria em tambaqui, com eficacia entre 63,8% e 83,8%. A infestagdo por
Piscinoodinium pillulare promoveu alteracdes moderadas nos parametros sanguineos, e 0S
banhos terapéuticos de 15 min, por trés dias consecutivos, com 0s 6leos essenciais nao
comprometeram a fungdo hepética nos peixes. Portanto, os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P.
aduncum, nas concentragdes de 40, 50, 20, 30, 10 e 20mg/L* respectivamente, sdo indicados

para o tratamento de tambaquis infestados por P. pillulare.
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Tabela 1. Principais compostos majoritarios dos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum.
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Aloysia triphyla Lippia gracilis Piper aduncum

Compostos % IR Compostos % IR Compostos % IR

B-pineno 22,1 975 carvacrol 42,2 1302 dilapiol 80,7 1629
trans-pinocanfona 13,1 1157 p-cimeno 11,2 1022 (E)-cariofileno 4,6 1414
acetato de trans-pinocarvila 7,6 1283 y-terpineno 10,7 1055 miristicina 2,9 1519
guaiol 5,3 1593 timol, metil-éter 6,1 1232 B-pineno 2,4 975
cis-pinocanfona 4,9 1170 (E)-cariofileno 51 1414 a-pineno 1,1 931
trans-pinocarveol 3,7 1135 biciclogermacreno 5,0 1491 oxido de cariofileno 1,1 1577
a-pineno 3,1 931 timol 3,5 1292 viridiflorol 1,0 1586
oxido de cariofileno 3,0 1577 a-terpineno 2,1 1015 (E)-B-ocimeno 0,8 1045
limoneno 2,9 1026 1,8-cineol 1,4 1028 a-humuleno 0,7 1448
(E)-cariofileno 2,9 1414 aromadendreno 1,4 1433 biciclogermacreno 0,7 1491
mirceno 2,9 989 a-tujeno 1,3 924 (E)-nerolidol 0,6 1561
mirtenol 2,5 1193 a-humuleno 1,2 1448 espatulenol 0,5 1572
pinocarvona 2,2 1159 limoneno 0,8 1026 (2)-B-ocimeno 0,4 1034
germacreno D 2,0 1476 terpinen-4-ol 0,7 1174 limoneno 0,3 1026
germacreno B 2,2 1551 globulol 0,7 1577 d-amorfeno 0,3 1502

IR: Indice de Retenc&o.
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Tabela 2. indices parasitarios de prevaléncia, intensidade média e abundancia média de Piscinoodinium pillulare nas branquias de tambaqui

(Colossoma macropomum), apos banhos terapéuticos com os 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum.

o Tratamentos
Indices
parasitarios Control A. triphylla A. triphylla L. gracilis L. gracilis P. aduncum P. aduncum
ontrole
40 mg L1 50 mg L* 20mg L? 30mgL? 10mgL? 20mg L*
Prevaléncia 100 100 100 100 100 100 100
Intensidade
o 9706,7+3061,6a 2296,7+938,4b 2140,0£1737,7b 3326,7+1489,2b 2916,7+1038,6b 1693,3+£1068,4b 1440,0+904,4b
média
Abundéncia
i 9706,7+3061,6a 2296,7+938,4b 2140,0+1737,7b 3326,7+1489,2b 2916,7+1038,6b 1693,3+1068,4b 1440,0+904,4b
media

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (Teste de Dunn, p>0,05).
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Figura 1. Eficacia antiprotozoéaria dos 0leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e
Piper aduncum no controle de Piscinoodinium pillulare em tambaqui (Colossoma
macropomum). Tratamentos: AT 40 e AT 50 — A. triphylla40e 50 mg L1, LG20e LG 30- L.
gracilis 20 e 30 mg L, PA 10 e PA 20 - P. aduncum 10 € 20 mg L1,
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Tabela 3. Valores médios dos pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e enzimaticos de Colossoma macropomum infestado por Piscinoodinium

pillulare, ap6s banhos terapéuticos com 6leo essencial de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum.

Tratamentos

Parametros Controle A. triphylla A. triphylla L. gracilis L. gracilis  P.aduncum P. aduncum

40 mg L* 50 mg L* 20 mg L 30mg L ! 10 mg L 20 mg L1

Hematocrito (%) 27,4+5,92 28,2+2.92 28,2+3,3% 29,1+4,0? 27,8+2,7° 25,8+1,42 28,4+4,42

Hemoglobina (g dL 1) 7,3+1,0° 6,7+1,2% 6,7+1,22 6,7+1,3% 7,1£1,52 6,7+0,92 7,3+1,42

RBC (10° uL?) 1,0£0,4% 1,0+0,3? 1,0£0,42 1,1+0,42 1,0+0,4% 1,1+0,6% 1,3+0,4%

VCM (fL) 211,2+48,4*  322,9+120,3*  295,3+93,02 285,6+93,6°  270,1+93,9% 230,3+38,2% 228,9+121,142

CHCM (%) 30,5+9,6% 24,2+6,0% 23,6%4,0° 23,7+6,0° 25,345,8? 26,1+4,3? 38,5+35,72
Glicose (mg dL}) 116,7454,9*  152,5+83,9°  131,0+50,72 118,5+42,9*  160,1+39,8* 113,9+45,5° 107,1+39,8%

Proteinas totais (g dL™) 8,4+5,9? 10,1+7,9? 6,1+4,1% 7,1+4,32 5,6+3,5? 8,316,8? 9,445,12
FFA (ULY 26,6+18,22 34,8+45,52 28,8+17,8% 33,8+16,5% 27,1+17,5*  33,2+17,2% 20,4+13,22
ALT (ULY 21,949,8%¢ 17 9+13,8%  20,0+22,5% 30,3+13,5°  31,1#15,8%  22,3+21 1% 15,2+10,5°
AST (U LY 37,5+£12,12 41,2422,92 43,2+16,9? 47,0+£30,2% 51,6+34,9%  41,9+12,2% 48,5+20,8?

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Dunn (p>0,05). RBC = namero de eritrocitos, VCM = volume

corpuscular médio, CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular média, FFA = fosfatase alcalina, ALT = alanina aminotransferase,
AST = aspartato aminotransferase.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso de dleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum
mostrou-se com uma alternativa natural para o controle da doenca parasitaria causada por
Piscinoodinium pillulare em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). Dentre 0s
resultados positivos obtidos, destaca-se 0 estabelecimento de concentragfes seguras dos trés
6leos essenciais avaliados, através dos testes de toxicidade aguda, para aplicagdo em protocolos
de banhos terapéuticos para o tratamento de doencas na piscicultura. A concentracéo letal média
(CLso-4 h) estimada para o 6leo essencial de A. triphylla foi de 109,57 mg L™, para L. gracilis
foi de 41,63 mg L™ e para P. aduncum foi de 48,17 mg L. Contudo, concentracdes altas dos
6leos essenciais foram responsaveis por promoverem danos histopatologicos de grau Il, em
baixa frequéncia, que incluem danos severos e que podem comprometer o funcionamento das
branquias, que € o 6rgdo responsavel pelas trocas gasosas e ibnicas nos peixes, mas que Sao
reparaveis se as condi¢cdes adversas forem controladas, ja os danos de grau I1l, que incluem as
alteragOes severas e irreversiveis, como a necrose, foram observadas com emprego do 6leo
essencial de P. aduncum, em concentracGes a partir de 47,5 mg L. Estes resultados indicam
gue concentracdes dos 0leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum abaixo da CLso-
4 h podem ser aplicadas com seguranca em protocolos de banhos terapéuticos de curta duragéo
para o controle do dinoflagelado P. pillulare. Em relacdo a atividade antiparasitaria, a aplicacao
de trés banhos terapéuticos de 15 minutos com os 0leos essenciais de A. triphylla (40 e 50 mg
LY, L. gracilis (20 e 30 mg L) e P. aduncum (10 e 20 mg L), em concentracdes inferiores a
CLso, promoveram a sobrevivéncia dos peixes e apresentaram alta eficacia no controle de P.
pillulare em tambaquis, cujos valores de eficacia variaram de 63,8 a 83,8%. De acordo com as
analises fisioldgicas, 0s 6leos essenciais se mostraram como um produto seguro para uso, pois
ndo promoveram diferencas significativas nos parametros hematoldgicos, bioquimicos e
enzimaticos dos tambaquis, com excecdo da enzima alanina aminotransferase que aumentou
nos tratamentos com L. gracilis (20 e 30 mg L), mas apesar disso esses valores foram proximos
aos valores registrados para tambaquis sadios, o que permite inferir que ndo ha
comprometimento da funcdo hepética nos tambaquis. Por outro lado, a infeccéo dos peixes pelo
dinoflagelado P. pillulare foi responsavel pelos baixos valores de hematdcrito e hemoglobina,
que pode ser decorrente do modo de acdo do parasito, que se fixa as células do hospedeiro
atraves dos rizocistos e podem causar hemorragias no tegumento dos peixes, hiperplasia e fusdo
das lamelas, com implicacdo em problemas respiratorios, e isso reforca a importancia da

aplicacdo dos tratamentos terapéuticos com os 0leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P.
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aduncum para o controle deste parasito que é reconhecido mundialmente pelos surtos
provocados em grande escala nas pisciculturas comerciais.

Os 6leos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum nas concentrages testadas
neste estudo constituem boas alternativas terapéuticas para mitigar os impactos negativos
causados pela infestacdo de P. pillulare na criagcdo de tambaquis. Em adicdo, vislumbra-se como
perspectiva para continuidade deste estudo a avaliagdo da atividade antiparasitaria dos
compostos isolados destes 6leos essenciais, das nanoformulagdes, bem como das interacdes
sinérgicas entre 6leos essenciais para aumentar a eficacia dos tratamentos aplicados para o
controle de P. pillulare na criacdo de tambaquis, buscando contribuir com tratamentos

alternativos naturais para promogdo da aquicultura sustentavel.
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