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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 doenças em peixes tem crescido nos últimos anos, devido suas 

propriedades biodegradáveis e menor possibilidade de causar resistência parasitária. Diante 

deste cenário, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antiparasitária dos óleos 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 três OEs, 

em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos: controle e cinco con-

centrações dos OEs (A. triphylla 60, 80, 100, 120 e 140 mg L-1, L. gracilis 35, 40, 45, 50 e 55 

mg L-1 e P. aduncum 42,5, 45, 47,5, 50 e 52,5 mg L-1), três repetições e tempo de exposição de 

4 horas, visando a definição de concentrações seguras para aplicação em banhos terapêuticos, 

sendo estas concentrações baseadasna literatura, seguido de testes pilotos. Os resultados mos-

traram que a mortalidade e a severidade dos danos nas brânquias de tambaqui foram proporci-

onais ao aumento das concentrações dos OEs, com a concentração letal média (CL50-4 h) esti-

mada em 109, 57 mg L-1 para A. triphylla, em 41,63 mg L-1 para L. gracilis e em 48,17 mg L-1 

para P. aduncum. Os danos histopatológicos de grau II e de grau III foram de baixa frequência, 

e este último que inclui as alterações severas e irreversíveis foi registrado somente nas maiores 

concentrações do OE de P. aduncum (47,5, 50,0 e 52,5 mg L-1). Portanto, concentrações dos 

OEs abaixo da CL50-4 h podem ser utilizadas, em curtos períodos de exposição. Este protocolo 

foi adotado na segunda etapa deste estudo com o objetivo de determinar a eficácia dos três OEs 

no tratamento de P. pillulare em tambaqui após aplicação de três banhos terapêuticos de 15 

minutos. Para isso, utilizou-se um DIC com sete tratamentos e três repetições: controle, OEs de 

A. triphylla (40 e 50 mg L-1), L. gracilis (20 e 30 mg L-1) e P. aduncum (10 e 20 mg L-1). Após 

os tratamentos com os óleos essenciais, a contagem do P. pillulare foi feita em câmera de sed-

gewick rafter utilizando três alíquotas de cada amostra para a determinação dos índices parasi-

tários de prevalência, abundância média e intensidade média, bem como a eficácia antiparasi-

tária. Para avaliar o estado fisiológico dos peixes foram realizadas análises de hematócrito, nú-

mero de eritrócitos, hemoglobina, glicose, proteínas totais, bem como a atividade das enzimas 

aspartato aminostransferase, alanina aminostransferase e fosfatase alcalina. A eficácia dos OEs 

no controle de P. pillulare variou de 63,8 a 83,8%. Não houve diferença significativa entre 

tratamentos para os parâmetros hematológicos e bioquímicos, mas a infestação por P. pillulare 

promoveu redução no hematócrito e hemoglobina, além de aumento na glicose plasmática e 



proteínas totais. Para os parâmetros enzimáticos, houve redução da alanina aminotransferase, 

mas não houve comprometimento da função hepática em tambaquis. Portanto, os OEs de A. 

triphylla, L. gracilis e P. aduncum constituem boas alternativas terapêuticas para mitigar os 

impactos negativos causados pela infestação de P. pillulare na criação de tambaquis. 

 

Palavras-chave: concentração letal, fisiologia, histopatologia, óleos 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-1, L. 

gracilis 35, 40, 45, 50 and 55 mg L-1 and P. aduncum 42.5, 45, 47.5, 50 and 52.5 mg L-1), 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 

(LC50-4 h) estimated at 109.57 mg L-1 for A. triphylla, at 41.63 mg L-1 for L. gracilis and at 

48.17 mg L-1 for P. aduncum. Grade II and grade III 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-1). Therefore, EO 

concentrations below the LC50-4 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-1), L. gracilis (20 and 30 mg L-1) and P. aduncum (10 and 20 

mg L-1). After treatments with essential oils, P. pillulare was quantified in a sedgewick rafter 

câmara 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. INTRODUÇÃO GERAL 

O crescimento populacional no mundo vem impulsionando a busca por alimentos mais 

saudáveis (FAO, 2020), o que tem refletido diretamente na aquicultura, setor de produção 

animal que mais cresce no mundo (Brabo et al., 2016). Neste cenário, estima-se que foram 

produzidos mundialmente cerca 82,1 milhões de toneladas de pescado em 2018, com acréscimo 

de 3,2% comparado ao ano anterior, garantindo uma receita de US$ 250 bilhões de dólares 

(Cyrino et al., 2020; FAO, 2020). 

No Brasil a produção da aquicultura continental atingiu a marca de 802.930 toneladas, 

com um aumento de 5,93% em 2020. A produção de espécies nativas se mantém como um 

importante segmento na piscicultura brasileira, apesar de sua participação reduzida. A produção 

de 278.671 toneladas em 2020 foi 3,2% menor do que o ano anterior. Em 2018, houve um 

recuou de 4,7% na produção, e em 2019 o aumento não foi expressivo, sendo de apenas 20 

toneladas. Com este cenário, a participação dos peixes nativos na produção nacional caiu para 

34,7% (PEIXE BR, 2021).  

A produção das espécies nativas é representada principalmente pelo tambaqui, 

Colossoma macropomum, que participou com 19% da produção 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 alcançar mais de um metro de comprimento e atingir 30 kg, além de 

alcançar a maturidade sexual entre o 4° e 5° ano de vida. É uma espécie onívora e esta 

plasticidade é uma adaptação a sazonalidade de oferta de alimentos na bacia amazônica, onde 

esses animais se alimentam principalmente de frutos e sementes no período chuvoso e de 

zooplâncton no período de seca (Araújo-Goulding, 1998; Saint-Paul, 2017). Em sistemas de 

cultivo a produção pode chegar a 18 toneladas por hectare e 2,5 kg em dez meses de cultivo 

com o uso de aeradores (Izel et al., 2013). 

Com o crescimento da produção de tambaqui e da intensificação dos sistemas 

produtivos, observou-se também aumento na ocorrência de doenças parasitárias, com 

representantes dos grupos dos protozoários, mixosporídeos, monogenoideas, nematoides, 

acantocéfalos e crustáceos (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 o grupo dos protozoários, os registros em tambaqui são 

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; Jerônimo 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 prejuízos econômicos consideráveis na aquicultura (Tavares-Dias; 

Martins, 2017).  

O dinoflagelado P. pillulare possui ciclo de vida direto e tem como características o 

formato de saco ou pêra, cor castanho-amarelada, presença de cloroplasto dentre as suas 

organelas e um disco de fixação composto de rizocistos que penetram nas células dos 

hospedeiros, sendo sua característica parasitária decorrente de sua ação oportunista na fixação 

e destruição dos tegumentos e brânquias dos peixes. A patogenia provocada por este parasito 

promove aumento da produção de muco, hemorragias no tegumento, degeneração e necrose 

das células, inflamação, além de hiperplasia e fusão das lamelas secundárias, levando a um 

quadro grave de problemas respiratórios (Martins et al., 2001; Marchiori; Martins, 2013; 

Martins et al., 2015). É 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 infestações por Piscinoodinium pillulare ocorreram na região de 

Maynas, Loreto, na Amazônia peruana em criação 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 ocorrência do parasito em tambaquis cultivados nesta região (Arbildo-

Ortiz et al., 2020). Na Venezuela, estudos epidemiológicos detectaram prevalência de 100% 

do parasito em tanques de engorda de tambaqui no Estado Cojedes, Venezuela (Dezon De 

Fogel et al., 2004). No Brasil, estudos epidemiológicos realizados na região Nordeste do Estado 

de São Paulo, com duração 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 há registro de surtos por P. pillulare, associado a Trichodina sp. em tambaquis 

(Ferreira-Junior et al., 2018).  

No estado do Amazonas foram observadas altas infestações 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 brânquias e 36 peixes (55%) nas brânquias e tegumento (Amorim-Neto, 

2015). Gomes et al. (2018) detectaram surtos P. pillulare na criação de tambaqui e matrinxã 

(Brycon amazonicus), com os peixes apresentando os sinais clínicos da doença e alta 

mortalidade, e em acréscimo validaram um protocolo de diagnóstico rápido da doença. No 

estado do Amapá foi registrado uma alta prevalência (96,7%) de P. pillulare nas brânquias de 

tambaqui cultivado em tanque-rede (Santos et al., 2013). 
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Para o tratamento dos ectoparasitos em peixes são utilizados produtos químicos como o 

sulfato de cobre, permanganato de potássio, verde malaquita, formalina, entre outros (Pavanelli 

et al., 2008; Carneiro et al., 2005; Andrade-Porto et al., 2017; Nebbia et al., 2017; Tavares-Dias, 

2021a,b). Sabe-se que o uso dessas substâncias na aquicultura é restrito e pode causar resistência 

à patógenos, imunossupressão, poluição ambiental e acúmulo de resíduos químicos, que podem 

ser potencialmente perigosos para a saúde pública, ou ainda apresentar baixa aplicabilidade 

(Carneiro et al., 2005; Chiara-Bulfon et al., 2015; Tavares-Dias, 2021a,b). Estas restrições têm 

estimulado cada vez mais a busca por moléculas ativas de origem vegetal, como os óleos 

essenciais, tornando-se hoje um foco de pesquisa e desenvolvimento, especialmente em função 

da comprovação de suas atividades antiestresse, antibacteriana, antihelmíntica e antiprotozoária 

em peixes, decorrentes de seus princípios ativos alcalóides, flavonóides, pigmentos, compostos 

fenólicos, 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 óleos essenciais, eles são 

utilizados como anestésicos em operações de rotina na aquicultura e como sedativos na água 

de transporte dos peixes, com o objetivo de reduzir as respostas de estresse e a mortalidade dos 

animais, além de manter as características sensoriais do filé dos peixes (Azambuja et al., 2011; 

Aydin; Barbas, 2020). Os óleos essenciais podem melhorar as respostas inata e adaptativa do 

sistema imunológico, facilitando principalmente a função das células fagocíticas, atividade da 

lisozima e respostas de anticorpos, que conferem melhor proteção contra doenças infecciosas 

(Brum et al., 2017; Peterfalvi et al., 2019). Em função do grande potencial com o uso de plantas 

medicinais na aquicultura, há necessidade de priorizar tais estudos para o controle das doenças 

parasitárias ocasionadas pelo dinoflagelado P. pillulare em tambaquis, com plantas da 

biodiversidade brasileira ou aclimatadas, que já apresentam bons resultados para o tambaqui 

ou outras espécies de peixes no que diz respeito a atividade antiparasitária, seja para helmintos 

ou protozoários (Tavares-Dias, 2018).  

O tratamento de protozoários com óleos essenciais e extratos vegetais, incluindo seus 

compostos isolados, em sua grande maioria são realizados na forma de banhos terapêuticos, de 

curta e longa duração (Soares et al., 2017; Nízio et al., 2017; Ferreira et al., 2019; Monteiro et 

al., 2021). Entretanto, várias etapas são necessárias na escolha de óleo essencial para os estudos 

patológicos e a toxicidade em particular é primordial, pois assim como qualquer outro fármaco 

os óleos essenciais podem ter efeitos adversos se administrados em alta concentração, 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 são conduzidos para determinação da 
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concentração letal média (CL50), que é definida como a concentração que causa mortalidade 

de 50% dos organismos, durante o período de exposição de até 96 horas, sendo também 

avaliados os efeitos secundários da exposição à substância natural por meio de análises 

fisiológicas e histopatológicas (Tavares-Dias, 2018). Essas informações são imprescindíveis 

para definição de concentrações seguras para emprego nos testes de eficácia de qualquer 

fármaco ou produto natural.  

Dentre as plantas medicinais que produzem óleo 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 são plantas nativas da América do Sul e 

possuem ampla distribuição em regiões de clima tropical (Lorenzi; Matos, 2008).  Estas plantas 

se destacam por serem cultivadas comercialmente no Brasil, pela produção satisfatória de 

biomassa, teor de óleo essencial, por não apresentarem problemas relacionadas a propagação, 

época de corte, adubação, dentre outros (Salimena, 2002; Brant et al., 2008; Lorenzi; Matos, 

2008).  

O óleo essencial de A. triphylla foi avaliado como anestésico, aditivo alimentar, 

antioxidante e antibacteriano para peixes (Zeppenfeld et al., 2017; Bandeira Junior et al., 2018; 

Brandão et al., 2021). Com atividade anti-helmíntica destaca-se o óleo essencial de L. gracilis, 

com bons resultados no controle in vitro do acantocéfalo Neoeochinorhynchus buttnerae e 

eficácia 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 eficácia in vivo de 

76,1% (64 mL kg-1) no controle do nematoide Hysterothylacium sp. em pirarucu (Arapaima 

gigas), sem afetar sua homeostase orgânica (Corral et al., 2018). Entretanto, não há estudos 

avaliando estes óleos essenciais quanto à sua toxicidade e eficácia antiparasitária frente o 

protozoário P. pillulare em tambaquis, nem informações sobre os efeitos secundários que os 

mesmos podem causar no organismo, e essa lacuna do conhecimento precisa ser elucidada 

dado o aumento de registros de mortalidade na produção em decorrência de P. pillulare, o que 

permitirá contribuir com tratamentos alternativos naturais para promoção da aquicultura 

sustentável. 
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2. HIPÓTESES 

 

❖ Os óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum não 

apresentam toxicidade para juvenis de tambaquis. 

❖ Exposição aos óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum por curto 

período (4 horas) não causam alterações histopatológicas graves nas brânquias de 

tambaquis.  

❖ Os óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum apresentam atividade 

antiparasitária sobre o dinoflagelado Piscinoodinium pillulare de tambaquis. 

❖ Concentrações dos óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum eficazes 

no controle de P. pillulare não promovem alterações nos parâmetros hematológicos, 

bioquímicos e enzimáticos de tambaqui.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar a atividade antiparasitária dos óleos 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 Específicos 

- Extrair os óleos essenciais das espécies A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, e determinar 

sua composição química; 

- Determinar a concentração letal média (CL50 – 4 h) dos óleos essenciais de A. triphylla, L. 

gracilis e P. aduncum em juvenis de tambaqui; 

- Avaliar as alterações histológicas nas brânquias de tambaqui, expostos aos óleos essenciais 

de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum; 

- Determinar a eficácia de banhos terapêuticos com óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis 

e P. aduncum no controle de P. pillulare em tambaqui; 

- Avaliar as possíveis alterações nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e enzimáticos, após 

aplicação de banhos com os óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum em 

tambaquis parasitados por P. pillulare.  
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Toxicidade aguda dos óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda dos óleos essenciais de Aloysia 

triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), 

e avaliar as possíveis alterações histopatológicas em suas brânquias. Para os testes de toxicidade 

aguda, juvenis de tambaqui (n=24/tratamento) foram distribuídos em 6 tratamentos, com três 

repetições, sendo o controle e cinco concentração do OE de A. triphylla (60, 80, 100, 120 e 140 

mg L-1), L. gracilis (35, 40, 45, 50 e 55 mg L-1) e P. aduncum (42,5, 45, 47,5, 50 e 52,5 mg L-

1), com exposição de 4 horas. A taxa de mortalidade e a severidade dos danos nas brânquias de 

tambaqui foram proporcionais ao aumento da concentração do OE, com os valores de CL50-4h 

estimados em  109,57 mg L-1 para A. triphylla, em 41,63 mg L-1 para L. gracilis e em 48,17 mg 

L-1 para P. aduncum. Os principais danos morfológicos observados nas brânquias de tambaqui, 

expostos aos três OEs, foram os de grau I: hipertrofia e hiperplasia das células do epitélio 

lamelar, fusão lamelar, descolamento epitelial, dilatação e constrição capilar, proliferação de 

células de cloreto e de células mucosas e edema, em baixa frequência os de grau II como ruptura 

epitelial e aneurisma lamelar. Necrose, dano de grau III, 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-1). Concentrações do OE 

abaixo dos valores de CL50-4 h podem ser utilizados com parcimônia, em curtos períodos de 

exposição, para o tratamento de doenças na criação de tambaqui. 

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

 

1. Introdução 

A aquicultura destaca-se como o setor de produção animal que mais cresce no mundo, 

sendo impulsionada pelo crescimento populacional e a demanda por alimentos saudáveis 

(Valenti et al., 2021).  Neste cenário a aquicultura mundial produziu 82,1 milhões de toneladas, 

e deste total 51,3 milhões foi proveniente da aquicultura de água doce, enquanto que 30,8 

milhões de toneladas foram de criação em ambientes marinhos (FAO, 2020). Com destaque 

para a produção de peixes no Brasil, no ano de 2020 foram produzidas 802.930 toneladas, 

registrando um crescimento de 5,93% em relação ao ano anterior. 

Dentre os peixes nativos, o tambaqui (Colossoma macropomum) é a principal espécie 

produzida no Brasil (Valenti et al., 2021). Entretanto, a produção de peixes nativos diminuiu 

3,2% em relação a 2019, devido ao atraso nos investimentos, dificuldades logísticas, entre 

outras (PEIXE BR, 2021). Somando-se a isso há ainda a presença de outros obstáculos como a 

produção de peixes de tamanho heterogêneo, a susceptibilidade a contaminação por Salmonella 

e a presença de diversos grupos de parasitos (Valenti et al., 2021).  

Com relação a ocorrência de doenças parasitárias, as perdas de peixes podem chegar até 

20% na produção com prejuízos econômicos estimados em cerca de US$ 1,05 a US$ 9,58 

bilhões/ano (Shinn et al., 2015). Além das altas taxas de mortalidades no ambiente de cultivo, 

há ainda o comprometimento no desempenho reprodutivo, impacto negativo na conversão 

alimentar, afetando o desempenho geral dos peixes (Tavares-Dias & Martins, 2017). Na criação 

de tambaqui, os parasitos com maior ocorrência pertencem aos grupos dos mixosporídeos, 

crustáceos, monogenea, nematoides, acantocéfalos e protozoários (Maciel et al., 2018; Pereira 

& Morey, 2018; Santos et al., 2018; Chagas et al., 2019; Fujimoto et al., 2019; Sousa et al., 

2020). 

Produtos químicos como sulfato de cobre, formalina, permanganato de potássio, 

praziquantel e cloreto de sódio são 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 

et al., 2018; Farias et al., 2021; Tavares-Dias, 2021a,b). Além disso, esses produtos são restritos 

pela legislação brasileira para o uso na aquicultura, o que reforça a busca por substâncias 
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bioativas como é o caso dos óleos essenciais (OEs), em função de sua atividade biológica contra 

os principais patógenos que afetam a aquicultura, especialmente como antiparasitários 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 fármacos, os óleos 

essenciais são mais facilmente biodegradáveis, com menor tempo de permanência na água e 

menor probabilidade de causar resistência dos patógenos (Reverter et al., 2014; Tavares-Dias, 

2018; Zhu, 2020). 

Neste sentido, o óleo essencial de três espécies de plantas pertencentes às famílias 

Verbenaceae (Aloysia triphylla e Lippia gracilis) e Piperaceae (Piper aduncum) foram 

selecionadas para avaliação de sua atividade antiparasitária no controle de parasitos do 

tambaqui, em razão de suas propriedades anti-protozoária, anti-helmintíca, inseticida, 

fungicida, bactericida, acaricida, larvicida e moluscida, com eficácia 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 o uso 

dos óleos essenciais como antiparasitários é imprescindível avaliar a toxicidade destes para os 

peixes, analisando as alterações comportamentais e histopatológicas dos órgãos após o período 

de exposição, determinando assim concentrações seguras a serem aplicadas na terapia contra 

os patógenos, sem afetar a espécie não alvo (Tavares-Dias, 2018; Miura et al., 2021). 

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda dos óleos essenciais de 

Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum em juvenis de tambaqui (C. macropomum), 

e avaliar as possíveis alterações histopatológicas em suas brânquias. 

 

2. Material métodos 

2.1.Extração e caracterização química dos óleos essenciais 

Espécimes de plantas de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foram cultivadas na 

divisão de plantas medicinais e hortaliças da Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, 

Amazonas, Brasil. Folhas e inflorescências foram coletadas e secas em temperatura ambiente, 

e após secagem os óleos essenciais destes materiais foram extraídos pelo método de 

hidrodestilação, em aparelho de Clevenger, por cerca de duas horas. Ao final da extração, 

amostras do óleo essencial foram recolhidas e analisadas quanto a sua composição química por 

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

Juvenis de tambaqui (103,2 ± 36,9 g; 16,6 ± 2,8 cm) foram adquiridos em piscicultura 

da fazenda experimental da Embrapa Amazônia Ocidental (Manaus, AM), onde foram 

aclimatados por sete dias em tanques circulares de fibra de 1000 L, com sistema de circulação 

de água, aquecimento e aeração constante.  Durante esse período os peixes foram alimentados 

com ração extrusada comercial para peixes onívoros, contendo 32% de proteína bruta, até a 

saciedade aparente, duas vezes ao dia. 

Os parâmetros físico-químicos da água foram monitorados durante o decorrer de todo o 

experimento, com o uso de aparelhos digitais, como oxímetro (YSI Pro20, YSI Inc., USA) e 

pHmetro (YSI F-1100, YSI Inc., USA). A alcalinidade e dureza foram determinadas pelo 

método de titulação e a amônia total pelo método de endofenol (APHA,1992). Os valores 

médios dos parâmetros de qualidade de água foram: oxigênio 5,03 ± 0,4 mg L-1; temperatura 

29,9 ±1,9 0C; pH 6,6 ± 0,3; alcalinidade 95,16 ± 39,86 mg L-1; dureza 10,8 ± 1,46 mg L-1 e 

amônia 0,28 ± 0,016 mg L-1. 

Este estudo foi desenvolvido com a aprovação de seu protocolo pela Comissão de Ética 

para Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazônia Ocidental (protocolo nº 02/2019). 

 

2.3. Avaliação da toxicidade aguda dos óleos essenciais 

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados em tanques circulares com capacidade 

de 70 litros, em sistema estático com aeração constante da água e manutenção da temperatura 

em 29,9 ±1,9 0C. Os peixes foram aclimatados nestas unidades experimentais (n=8/tanque) por 

sete dias. As concentrações dos OEs foram determinadas com base em dados já publicados na 

literatura, e seguido de testes preliminares, onde foram estabelecidas a menor concentração 

capaz de promover 100% de mortalidade e a maior concentração que não causa a mortalidade 

dos peixes. Os testes definitivos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, 

com 6 tratamentos e três repetições, sendo o controle (somente água do tanque) e cinco 

concentrações dos OEs de Aloysia triphylla (60, 80, 100, 120 e 140 mg L-1), Lippia gracilis 

(35, 40, 45, 50 e 55 mg L-1) e Piper aduncum (42,5, 45, 47,5, 50 e 52,5 mg L-1). O óleo essencial 

foi diluído em álcool etílico, na proporção de 1:10. O tempo de exposição aos óleos essenciais 

foi estipulado em 4 horas, conforme recomendações de Malheiros et al. (2016), por oferecer 

boa margem de segurança para banhos terapêuticos de curta duração. 

Nos ensaios definitivos, após quatro horas de exposição às diferentes concentrações 

dos óleos essenciais, a taxa de mortalidade e o comportamento dos peixes foram registrados.    
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Com relação ao comportamento dos peixes durante os ensaios foram observados os seguintes 

parâmetros: perda de equilíbrio, alterações no movimento operculares e natação irregular. Os 

peixes foram considerados mortos quando apresentaram parada nos batimentos operculares, 

da nadadeira caudal e por não responderem mais aos estímulos mecânicos vindos do ambiente 

externo, assim como relatado no trabalho de Ferreira et al. (2019). Com os dados de 

mortalidade foram calculados os valores de concentração letal média (CL50-4 h) para cada óleo 

essencial, utilizando o método estatístico de Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 

1977), e a partir destas informações os OEs foram classificados quanto à sua toxicidade para 

o tambaqui, com base nos critérios de Zucker (1985), que estabelece que compostos com 

valores de CL50 <0,1 mg L-1 são considerados altamente muito tóxicos, entre 0,1 e 1,0 mg L-1 

são altamente tóxicos, no intervalo <1,0 e ≤10 mg L-1 são moderadamente tóxicos, entre >10 

e ≤100 mg L-1 são ligeiramente tóxicos e >100 mg L-1 são praticamente não tóxicos. 

 

2.4. Análises histopatológicas 

Após o ensaio de toxicidade, brânquias de seis peixes de cada tratamento com OE de 

A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foram coletadas, após eutanásia, para as análises 

histopatológicas. As amostras coletadas, 12 por tratamento, foram fixadas em formalina 

tamponada a 5% por 24 horas, na sequência desidratados em uma série ascendente de etanol 

(70, 80, 90 e 100%), diafanizados em xilol, impregnados em parafina líquida a 60 °C. Na 

sequência, as amostras foram emblocadas em parafina para a microtomia, conforme Prophet 

et al. (1992). As secções de 5 μm de espessura (duas de cada amostra) foram coradas com 

hematoxilina-eosina (Bancroft & Gamble, 2002). As lamelas secundárias foram observadas 

em microscópio óptico (Leica, DM 500), acoplado ao sistema de captura de imagens. Essas 

imagens foram utilizadas para análise semiquantitativa dos danos branquiais e classificação 

em: danos de estágio I (órgão não comprometido), danos de estágio II (danos moderados que 

comprometem a função normal dos órgãos) e danos de estágio III (danos muito graves e 

irreversíveis). Em seguida, o valor do índice de alteração histológica (IAH) para cada amostra 

foi calculado, utilizando a fórmula IAH = 100 ΣI + 101 ΣII + 102 ΣIII, onde I, II e III são os 

estágios de classificação das alterações teciduais. Os valores obtidos foram interpretados de 

acordo com Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994). 

 

2.5. Análise estatística 

O modelo de regressão logística foi utilizado para determinação da CL50-4 h dos óleos 

essenciais, bem como apresentação da equação e a curva de mortalidade. Os valores do índice 
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de alteração histológica não atenderam os pressupostos de normalidade de Shapiro wilk e de 

homoscedasticidade de Levene, assim foi aplicado a estatística não paramétrica de Kruskal-

Wallis, seguido do teste de Dunn para comparar os índices de alterações histopatológicas 

entre os tratamentos. O nível de significância utilizado em todos os testes foi de 95% (p-value 

≥ 0,05), sendo utilizado o Software R, versão 4.0.2. 

 

3. Resultados  

Os principais compostos encontrados nos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum 

são apresentados na Figura 1. Estes OEs têm como compostos majoritários o β-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 γ-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 não houve registro de mortalidades de peixes no grupo 

controle durante o período do experimento, que foi de 4 h. Para a A. triphylla as mortalidades 

foram crescentes a partir da concentração de 80 mg L-1, após 200 minutos de exposição, 

representando 12,5% de mortalidade e 100% na maior concentração (140 mg L-1), com início 

das mortalidades após 25 minutos da aplicação do OE (Figura 2A). Para L. gracilis as 

mortalidades ocorreram na menor concentração (35 mg L-1), a partir de 120 minutos de 

exposição ao OE, representando uma taxa de 29,17% do total de indivíduos. Na maior 

concentração de L. gracilis (55 mg L-1) os peixes começaram a morrer a partir de 30 minutos 

de exposição, alcançando uma taxa de 100% com 240 minutos, sendo este o tempo máximo 

estabelecido (Figura 2B). De forma semelhante para P. aduncum, as mortalidades dos peixes 

iniciaram na menor concentração (42,5 mg L-1) com 40 minutos de exposição. Na maior 

concentração de P. aduncum (52,5 mg L-1) o primeiro registro de mortalidade ocorreu com 25 

minutos de exposição, atingindo a taxa de 100% antes do tempo máximo de exposição (240 

minutos) (Figura 2C). 

Em todas as concentrações que ocorreram as mortalidades, os peixes apresentaram 

alterações comportamentais como natação errática, letargia, aglomeração na superfície dos 

tanques, onde tem mais aeração, perda de equilíbrio hidrodinâmico e espasmos musculares. 

Quanto aos sinais clínicos foram observados, somente nas maiores concentrações, produção 

excessiva de muco na pele e brânquias, brânquias opacas apresentando descoloração e 

opacidade de córnea.  

Pela aplicação do critério de Zucker (1985), que utiliza os valores de CL50-4 h, os óleos 

essenciais de P. aduncum e L. gracilis foram classificados como ligeiramente tóxico e A. 
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triphylla como praticamente não-tóxico. A CL50-4h do OE de A. triphylla para o tambaqui foi 

109,57 mg L-1, com um limite inferior de 99,54 mg L-1 e superior de 113,02 mg L-1, 

considerando um intervalo de 95%. Para L. gracilis a CL50-4h foi de 41,63 mg L-1, com limite 

inferior e superior de 38,82 e 46,18 mg L-1, respectivamente. Com relação ao OE de P. 

aduncum, a CL50-4h foi de 48,17 mg L-1, com limite inferior de 47,53 mg L-1e superior de 49,63 

mg L-1. As equações da relação dose-resposta dos três OEs são apresentadas na Figura 2.   

Com relação as alterações histopatológicas, diferentes danos morfológicos foram 

observados nas brânquias de juvenis de tambaqui, expostos as diferentes concentrações dos 

óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, como hipertrofia e hiperplasia das 

células do epitélio lamelar, fusão lamelar, descolamento epitelial, dilatação e constrição capilar, 

proliferação 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 três plantas, os danos 

mais frequentes nas lamelas branquiais foram de grau I, principalmente a hiperplasia do epitélio 

lamelar e fusão lamelar, com baixa frequência de dano de grau II, como a ruptura do epitélio 

lamelar (Tabela 1). Dano de grau III, como necrose, foi observado somente nas lamelas 

branquiais expostas ao OE de P. aduncum, mas em menor frequência que os demais danos 

(Tabela 1).  

Quanto aos valores médios de IAH para os tratamentos com os OEs de A. triphylla e L. 

gracilis, não houve diferença entre as concentrações avaliadas, e estes valores ficaram abaixo 

de 20, assim como para as menores concentrações de P. aduncum (42,5 e 45 mg L-1) (Figura 

4A,B,C). Com relação às alterações irreversíveis, estas foram observadas no tratamento com 

50 mg L-1 do OE de P. aduncum, com valores médios de IAH significativamente maiores que 

as médias registradas para as demais concentrações de P. aduncum, assim como em relação ao 

tratamento controle (Figura 4C). 

Considerando a escala do dano tecidual, os valores mais frequentes do índice de 

alteração histopatológica (IAH) estão entre 11 a 20 e correspondem a danos leves a moderados 

no órgão (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 alterações moderadas a severas, foram observados 

com baixo percentual para os três OEs (Tabela 2). Já as alterações severas e irreparáveis, 

indicadas por valor de IAH entre 50 e 100 e maiores que 100, foram observadas nas brânquias 

do tambaqui com emprego do OE de P. aduncum (3,33% e 18,33%, respectivamente) (Tabela 

2).  
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4. Discussão 

Os óleos essenciais vêm ganhando destaque na aquicultura nos últimos anos, em função 

da comprovação de várias atividades biológicas em peixes, com destaque para o tratamento de 

doenças parasitárias 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 não apresentarem efeitos nocivos para a saúde 

humana e para o ambiente (Reverter et al., 2014; Tavares-Dias et al., 2018). Com relação aos 

OEs das espécies A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, estes vem sendo estudados para uso em 

diferentes protocolos com peixes. Estes OEs constituídos principalmente por terpenos, com 

composição variável de compostos químicos, tem suas atividades biológicas atribuídas em parte 

aos seus compostos majoritários, como o β-pineno para A. triphylla, o carvacrol para L. gracilis 

e o dilapiol para P. aduncum, assim como à sinergia entre os diferentes compostos químicos 

presentes em seus OEs (Tavares-Dias, 2018). Contudo para que se possa explorar as atividades 

biológicas desses três OEs, além de conhecer a sua composição química, é necessário conhecer 

também o potencial tóxico dos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum para os peixes, em 

especial para as espécies nativas, cujas informações são escassas (Malheiros et al., 2016; 

Oliveira et al., 2018; Ferreira et al., 2019; Barriga et al., 2020). 

Dados de toxicidade utilizando o óleo essencial de P. aduncum são escassos para peixes. 

As informações disponíveis são com emprego do extrato aquoso de P. aduncum para o pirarucu 

em exposição de 24 horas, com indicação da concentração de 80 ml L-1, por não afetar a 

sobrevivência dos peixes e sua homeostase fisiológica (Queiroz, 2012). Neste estudo, a CL50-

4h com emprego do OE de P. aduncum foi estabelecida em 48,17 mg L-1 para o tambaqui, 

mostrando diferença na tolerância dos peixes, em função de diferenças nos protocolos e nos 

produtos obtidos (extrato aquoso e óleo 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 

alcoólico estas informações não estão disponíveis. Por outro lado, para organismos de diferentes 

níveis tróficos (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 microcrustáceos. Esse conjunto de informações 

ressaltam a importância das avaliações ecotoxicológicas no estabelecimento de concentrações 

seguras para os organismos alvo e não alvo.  

Plantas do gênero Lippia têm sido utilizadas para indução anestésica em peixes e no 

tratamento de doenças (Barriga et al., 2020; Brandão et al., 2021; Monteiro et al., 2021). Com 

relação ao OE de L. origanoides, a concentração letal média 96 horas para o tambaqui foi 

estabelecida em 15,2 mg L-1 (Oliveira et al., 2018). Este valor é inferior ao observado neste 
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estudo para o OE de L. gracilis, que também possui o carvacrol (49,7%) em sua composição 

com valores próximos aos da composição do OE utilizado neste estudo (42,2%). Com relação 

a CL50, a diferença nos resultados pode estar relacionada ao tempo de exposição, que neste 

estudo foi de 4 horas, possibilitando o tambaqui tolerar uma concentração mais elevada (CL50-

4h de 41,63 mg L-1), bem como ao efeito combinado dos outros constituintes do OE. Em outro 

estudo de toxicidade utilizando OE de L. grata, heterotípico de L. gracilis, o tambaqui tolerou 

700 mg L-1 por 30 minutos, sendo observado efeito anestésico deste OE a partir de cinco 

minutos de exposição, mas sem mortalidade dos peixes, sendo esta concentração recomendada 

para uso em banhos terapêuticos (Barriga et al., 2020). Diferenças nos protocolos de avaliação, 

no tamanho dos peixes, que para L. grata foi de 30 g, são razões apontadas para a diferença 

encontrada na tolerância do tambaqui ao OE, uma vez que o percentual dos principais 

constituintes químicos do OE de L. grata, carvacrol (48,12%) e p-cimeno (24,39%), foram 

próximos 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 à sua atividade 

anestésica (Santos et al., 2017; Almeida et al., 2019). Para tambaqui, com o emprego de 150 

mg L-1 do OE de A. triphylla, por 4,7 minutos, os peixes atingiram a indução anestésica, sem 

mortalidade dos peixes (Brandão et al., 2021). Neste estudo de toxicidade, não houve registro 

de mortalidade dos tambaquis dentro dos primeiros minutos ou horas de exposição ao OE de A. 

triphylla, conforme relatado por Brandão et al. (2021), porém a partir de 3 horas de exposição 

às maiores concentrações (120 e 140 mg L-1) e de 4 horas nas demais concentrações (80 e 100 

mg L-1) foram registradas mortalidades dos peixes, com determinação da CL50-4h para o 

tambaqui em 109,57 mg L-1. Comparado aos outros OEs (L. gracilis e P. aduncum), o tambaqui 

apresentou maior tolerância ao OE de A. triphylla, em cuja composição estão presente os 

compostos β-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 

não-tóxico, enquanto os OEs de L. gracilis e P. aduncum foram classificados como ligeiramente 

tóxico, devendo-se ter atenção quando do seu uso em protocolos de tratamento de doenças para 

o tambaqui. 

Diferentes danos morfológicos foram observados neste estudo nas brânquias dos peixes 

expostos aos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, sendo mais frequentes os danos de 

grau I como hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, fusão lamelar, descolamento do 

epitélio e proliferação de células de cloreto. Esses mesmos danos foram observados por 

Brandão 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. Alterações 
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como hipertrofia e hiperplasia epitelial lamelar são consideradas uma resposta comum e 

inespecífica a danos branquiais subagudos a crônicos (Strzyzewska et al., 2016), e em conjunto 

com as demais alterações pode ser indicativo de uma condição de estresse, pois evidenciam a 

ativação funcional do órgão de osmorregulação (Spanghero et al., 2019; Vieira et al., 2019). 

Neste estudo, os danos de grau II, como a ruptura do epitélio lamelar e aneurisma lamelar, 

ocorreram em baixa frequência e foram registrados após exposição aos três OEs avaliados. 

Esses danos são mais severos e podem comprometer o funcionamento das brânquias, que é o 

órgão responsável pelas trocas gasosas e iônicas, mas são reparáveis se as condições adversas 

forem controladas (Bernet et al., 1999). 

A análise 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; padrão este observado por Brandão 

et al. (2021) que evidenciaram funcionamento normal (75%) e danos leves a moderado nas 

brânquias de tambaqui (16,7%) com emprego do mesmo OE, durante indução anestésica, na 

concentração de 150 mg L-1. 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 brânquias dos peixes (27,77%). 

Estes resultados são similares aos observados com o OE de L. origanoides, que tem o carvacrol 

como composto majoritário deste OE (49,7%) e em percentual próximo ao do OE de L. gracilis, 

com a descrição de danos moderados a graves, com o emprego de 40 mg L-1 por 30 minutos, 

mas que após 24 horas de recuperação foram classificados como danos leves a moderados 

(Soares et al., 2017b). Já nas maiores concentrações de P. aduncum (47,5, 50 e 52,5 mg L-1) as 

brânquias foram mais afetadas, com valores de IAH variando de 48,83 a 65,33. Na concentração 

de 50 mg L-1 foram observadas alterações severas e irreversíveis nas brânquias dos peixes, 

como a necrose (dano de grau III). Com o OE de duas espécies de Lippia também foram 

observados danos severos e irreparáveis nas brânquias de tambaqui, com o emprego do OE de 

L. alba por 30 minutos, nas concentrações de 100 e 150 mg L-1, com o IAH variando entre 66 

e 121, respectivamente (Soares et al., 2016) e com o OE de L. sidoides (20 mg L-1 por 15 

minutos), cujo valor médio de IAH foi de 119,5, e em ambos os casos houve destaque para a 

ocorrência de necrose lamelar (Soares et al., 2017a).  

É importante destacar que a ocorrência de aneurisma é decorrente do colapso do sistema 

de células pilares e que pode culminar na ruptura do epitélio lamelar (dano de grau II), sendo 

essas alterações reversíveis caso a condição predisponente seja ajustada, mas caso a exposição 

ao agente agressor seja prolongada os danos podem progredir para o grau III, como a necrose 

(Poleksic; Mitrovic-Tutundzic, 1994; Winkaler et al., 2007). Estas alterações foram observadas 
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neste estudo nas concentrações mais altas dos OEs de P. aduncum, L. gracilis e A. triphylla, 

sendo responsáveis pelo maior grau de comprometimento das brânquias e consequente redução 

da capacidade respiratória dos peixes, culminando na mortalidade destes. Portanto, o emprego 

das informações morfológicas em conjunto com os valores de CL50-4 h dos OEs avaliados neste 

estudo é de grande importância para o estabelecimento de concentrações seguras a serem 

utilizadas em protocolos de tratamento de doenças do tambaqui. 

 

5. Conclusão 

Os óleos essenciais de Lippia gracilis e Piper aduncum foram classificados como 

ligeiramente tóxico e Aloysia triphylla como praticamente não-tóxico para tambaquis. Pelo 

índice de alteração histológica, a maioria dos danos nas brânquias dos peixes com emprego dos 

óleos essenciais foram categorizados como leves a moderados, mas com baixa frequência de 

danos severos como aneurisma, além de danos irreversíveis como necrose nas maiores 

concentrações do óleo essencial de P. aduncum. Estes óleos essenciais podem ser utilizados 

com parcimônia, em menores concentrações e períodos de exposição. 
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FIGURAS E TABELAS 

 

Figura 1. Representação dos compostos majoritários dos óleos essenciais de Aloysia triphylla 

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

A 

B 

C 



40 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

Figura 2. Taxa de mortalidade (%) de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, 

submetidos a diferentes concentrações dos óleos essenciais de Aloysia triphylla (A), Lippia 

gracilis (B) e Piper aduncum (C) durante 4 horas, e estimativas da concentração média letal 

(CL50).
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Figura 3. Identificação dos danos histopatológicos observados nas brânquias de Colossoma 

macropomum, após 4 horas de exposição aos óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia 

gracilis e Piper aduncum. A: Descolamento epitelial (asteriscos) na concentração de 40 mg L-

1 do óleo essencial de L. gracilis. B: Dilatação capilar nas lamelas branquiais dos peixes 

expostos a 50 mg L-1 do óleo essencial de P. aduncum (seta). C: Fusão lamelar observada na 

concentração de 35 mg L-1do óleo essencial de L. gracilis (seta grossa). D: Necrose observada 

nas brânquias dos peixes expostos a 50 mg L-1 do óleo essencial de P. aduncum, com áreas de 

degeneração citoplasmática (asteriscos).
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Tabela 1. Frequência relativa (%) dos danos histopatológicos em brânquias de Colossoma 

macropomum, após exposição aos óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper 

aduncum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alterações 

histopatológicas 
Grau 

Óleos 

Aloysia 

triphylla 

Lippia 

gracilis 

Piper 

aduncum 

Hipertrofia do 

epitélio lamelar 

Grau I 12,28 13,72 12,13 

Hiperplasia do 

epitélio lamelar 

Grau I 12,85 13,90 12,58 

Fusão lamelar Grau I 10,20 11,27 8,60 

Descolamento do 

epitélio 

Grau I 12,85 13,90 11,96 

Dilatação capilar Grau I 9,64 12,59 9,92 

Constrição capilar Grau I 3,96 8,08 5,50 

Proliferação de 

células de cloreto 

Grau I 12,85 13,72 12,58 

Proliferação de 

células mucosas 

Grau I 8,50 4,13 7,79 

Edema Grau I 6,23 2,44 5,56 

Ruptura epitelial 

(hemorragia) 

Grau II 2,64 3,94 1,37 

Aneurisma lamelar Grau II 7,93 2,25 8,21 

Necrose Grau III 0 0 3,77 

Total (%)  100 100 100 
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Figura 4. Valores médios do índice de alteração histopatológica (IAH) nas brânquias de 

Colossoma macropomum expostos aos óleos essenciais de Aloysia triphylla (A), Lipia gracilis 

(B) e Piper aduncum (C). Letras diferentes sobre a barra indicam diferença entre os tratamentos 

pelo teste de Dunn (p<0,05). 
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Tabela 2. Frequência relativa (%) por escala do índice de alteração histopatológica (IAH) 

observado em brânquias de Colossoma macropomum, após exposição aos óleos essenciais de 

Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum.  

 

 

 

 

Escala 

de IAH 

Óleo essencial 

Interpretação Aloysia 

triphylla 

Lippia 

gracilis 

Piper 

aduncum 

0 a 10 20,00 63,88 13,33 Funcionamento normal do órgão 

11 a 20 75,00 27,77 60,00 Danos leves a moderados no órgão 

21 a 50 4,16 8,33 5,00 Alterações moderadas a severas no órgão 

50 a 100 0,00 0,00 3,33 Alterações severas no órgão 

> 100 0,00 0,00 18,33 Danos irreparáveis no órgão 
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Eficácia dos óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper 

aduncum no controle de Piscinoodinium pillulare (Shaperclaus, 1954) em 

Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) 
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Eficácia dos óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum no 

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

(Cuvier, 1818) 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi determinar a eficácia dos óleos essenciais de Aloysia triphylla, 

Lippia gracilis e Piper aduncum no controle de Piscinoodinium pillulare em juvenis de 

tambaqui (Colossoma macropomum), bem como as alterações hematológicas, bioquímicas e 

enzimáticas após aplicação de banhos terapêuticos. Foram avaliados sete tratamentos, com três 

repetições, sendo eles: controle, óleo essencial de A. triphylla (40 e 50 mg L-1), OE de L. gracilis 

(20 e 30 mg L-1) e OE de P. aduncum (10 e 20 mg L-1). Os peixes foram expostos a três banhos 

de 15 minutos com o OE, a cada 24 horas. Após os tratamentos com os óleos essenciais, a 

contagem do P. pillulare foi feita em câmera de sedgewick rafter utilizando três alíquotas de 

cada amostra. Para avaliar o estado fisiológico dos peixes foram determinados o hematócrito, 

número de eritrócitos, hemoglobina, glicose, proteínas totais, bem como a atividade das 

enzimas aspartato aminostransferase, alanina aminostransferase e fosfatase alcalina. A eficácia 

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 relação aos parâmetros hematológicos e bioquímicos, 

não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos com os OEs, mas a infecção 
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por P. pillulare promoveu redução nos valores de hematócrito e hemoglobina, além de aumento 

na glicose plasmática e proteínas totais. Houve redução significativa nos valores da alanina 

aminotransferase (ALT) com o OE de P. aduncum e A. triphylla em comparação aos 

tratamentos com OE de L. gracilis, mas não comprometeram a função hepática em tambaquis. 

Portanto, os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum são indicados para o tratamento de 

tambaquis infestados por P. pillulare. 

Palavras-chave: banhos terapêuticos, parâmetros sanguíneos, parasitos, produtos naturais, 

Colossoma macropomum. 

 

1. Introdução 

A produção de peixes no Brasil está 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 

destaque 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 produção de 2016, 

principalmente devido a problemas climáticos, sanitários e de mercado. 

Dentre os parasitos que acometem o tambaqui, o acantocéfalo Neoechinorhynchus 

buttnerae (Golvan, 1956) e o dinoflagelado Piscinoodinium pillulare (Shaperclaus, 1954) vêm 

chamando atenção nos estudos epidemiológicos realizados em pisciculturas, em especial no 

Norte do país (Sant`Ana et al., 2012; Gomes et al., 2018; Chagas et al., 2019; Fujimoto et al., 

2019; Arbildo-Ortiz et al., 2020). Com relação ao dinoflagelado P. pillulare, este é responsável 

por causar a piscinodiníase, conhecida popularmente como doença do veludo e/ou ferrugem 

(Martins et al., 2015; Ferreira-Júnior et al., 2018). 

O parasito P. pillulare possui ciclo de vida direto, apresenta como característica o 

formato de saco ou pêra, cor castanho-amarelada, a presença de cloroplastos dentre as suas 

organelas e um disco de fixação composto de rizocistos que penetram nas células dos 

hospedeiros, sendo sua característica parasitária decorrente de sua ação oportunista na fixação 

e danos no tegumento e brânquias dos peixes (Marchiori & Martins, 2013; Martins et al., 2015). 

A patogenia provocada por este parasito promove aumento da produção de muco, hemorragia 

no tegumento, degeneração e necrose das células, inflamação, além de hiperplasia e fusão das 

lamelas secundárias, levando a um quadro grave de problemas respiratórios com perdas de até 

90% do plantel (Sant’Ana et al., 2012; Ferreira-Júnior et al., 2018). 



48 
 

 
 

Para redução da carga de ectoparasitos em peixes são utilizados produtos químicos 

como sulfato de cobre, cloreto de sódio, permanganato de potássio, formalina, entre outros, mas 

com efeitos adversos em altas concentrações para os peixes, ambiente e saúde humana (Martins 

et al., 2017; Tavares-Dias, 2021a, b), o que tem despertado a busca por alternativas naturais 

para promover a aquicultura sustentável, como os produtos de origem vegetal (Tavares-Dias, 

2018; Zhu, 2020; Dawood et al., 2021). Nesse sentido, os óleos essenciais (OEs) se destacam 

devido às atividades biológicas de seus compostos bioativos, a exemplo da atividade 

antiparasitária em peixes (Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Ferreira et al., 2019), bem 

como em razão de suas propriedades biodegradáveis, baixa toxicidade, fácil obtenção e menor 

possibilidade de causar resistência parasitária (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, antihelmintíca e antiprotozoária (Lorenzi 

& Matos, 2008; Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018). Entretanto, informações sobre a efi-

cácia destes OEs no tratamento de P. pillulare em tambaqui, e os efeitos secundários desta 

exposição são escassas (Ferreira et al., 2019). Essa lacuna do conhecimento científico precisa 

ser elucidada dado o aumento de registros de mortalidade nos sistemas de cultivo em decorrên-

cia de infestações por P. pillulare. Além disso, o quadro é agravado devido à restrição do tra-

tamento convencional (Sant’Ana et al., 2012; Ferreira-Júnior et al., 2018; Arbildo-Ortiz et al., 

2020).  

O objetivo deste estudo foi determinar a eficácia dos óleos essenciais de Aloysia 

triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum no tratamento de Piscinoodinium pillulare em 

juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), bem como as alterações hematológicas, 

bioquímicas e enzimáticas após aplicação de banhos terapêuticos. 

 

2. Material métodos 

2.1. Extração e caracterização química dos óleos essenciais 

Espécimes de plantas de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foram cultivadas na 

divisão de plantas medicinais e hortaliças da Embrapa Amazônia Ocidental (Manaus, 

Amazonas, Brasil). Folhas e inflorescências foram coletadas e secas em temperatura 

ambiente, e após secagem os óleos essenciais destes materiais foram extraídos pelo método 

de hidrodestilação, por meio de aparelho de Clevenger, por cerca de duas horas. Ao final da 

extração, amostras do óleo essencial foram recolhidas e enviadas para análises da sua 
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composição química por cromatografia gasosa e espectrometria de massa na Embrapa 

Agroindústria de Alimentos, conforme descrito em Oliveira et al. (2021). 

 

2.2. Aquisição, aclimatação e análise parasitária 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 município de Iranduba (Manaus, AM, 

Brasil). Os peixes foram transportados para o setor de piscicultura da Embrapa Amazônia 

Ocidental, onde foram aclimatados por 14 dias em tanques de 1000 L, com sistema de 

circulação de água, aquecimento e aeração constantes. Durante aclimatação os peixes foram 

alimentados com ração extrusada comercial para peixes onívoros, contendo 32% de proteína 

bruta, até a saciedade aparente, duas vezes ao dia. 

A infecção natural dos peixes pelo dinoflagelado P. pillulare foi confirmada pela 

visualização dos sinais clínicos e análise das brânquias dos peixes (n=20) em microscópio 

óptico, conforme metodologia descrita por Maciel et al. (2018). A prevalência de P. pillulare 

foi de 100%, com intensidade média e abundância média de 18.600± 1.837,38.  

Este estudo foi desenvolvido com a aprovação de seu protocolo pela Comissão de Ética 

para Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazônia Ocidental (protocolo nº 02/2019). 

 

2.3. Desenho experimental 

Os peixes (n=210) foram distribuídos em 21 tanques de 1000 L, em delineamento 

experimental inteiramente casualizado, compondo sete tratamentos com três repetições, sendo 

eles: controle (água do tanque de cultivo), OE de A. triphylla (40 e 50 mg L-1), OE de L. 

gracilis (20 e 30 mg L-1) e OE de P. aduncum (10 e 20 mg L-1). As concentrações dos OEs 

foram definidas em testes de toxicidade (Santos, 2021) e aplicadas em protocolo de banhos 

terapêuticos, sendo os OEs diluídos em álcool etílico (1:10) e misturados na água dos tanques.  

Os banhos terapêuticos foram realizados em tanques com com o volume fixo de 60 L, 

sendo os banhos aplicados com duração de 15 minutos e repetidos por três dias consecutivos 

de acordo com Meneses et al. (2018). Após o terceiro banho, os peixes foram coletados para 

realização da avaliação fisiológica (15 peixes por tratamento) e parasitológica (30 peixes por 

tratamento).  

Os parâmetros de qualidade de água foram monitorados diariamente durante o 

experimento, e os valores médios registrados foram: oxigênio dissolvido 5,03 ± 0,4 mg L-1, 

temperatura 29,9 ± 1,9 0C (YSI Pro20, YSI Inc., USA) e pH 6,6 ± 0,3 (YSI F-1100, YSI Inc., 
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USA). A alcalinidade (111,76 ± 32,21 mg L-1) e amônia total (0,346 ± 0,77 mg L-1) foram 

determinados pelos métodos de titulação e endofenol, respectivamente (APHA,1992). 

 

2.4. Variáveis hematológicas, bioquímicas e enzimáticas 

Após os banhos terapêuticos, o sangue dos peixes foi coletado por punção da veia caudal 

com seringas heparinizadas, sendo determinado o hematócrito (Hct) pelo método de 

microhematócrito com a leitura do percentual de sedimentação em escala padronizada, a 

hemoglobina (Hb) pelo método da cianometemoglobina segundo Collier, (1944) e a contagem 

de eritrócitos (RBC), após diluição do sangue em solução de formol citrato, com uso de câmara 

de Neubauer, sob microscópio óptico (Natt e Herrick, 1952). Com bases nesses dados, o volume 

corpuscular médio (VCM) e a concentração média de hemoglobina corpuscular (CHCM) foram 

determinados (Ranzani-Paiva et al., 2013). Quanto às variáveis bioquímicas, determinou-se os 

níveis de glicose plasmática (GP) pelo método da glicose oxidase e proteínas totais (PT) pelo 

método de biureto, com emprego de kits comerciais específicos (Labtest®, Minas Gerais, 

Brasil), além das variáveis enzimáticas 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. Análise parasitológica e eficácia dos óleos essenciais 

Após a coleta de sangue, os peixes pertencentes aos diferentes tratamentos (n=30) 

foram eutanasiados por perfuração craniana, sendo as brânquias coletadas e fixadas em formol 

5%. A contagem de P. pillulare foi feita em câmara de Sedgewick Rafter, com auxílio de 

microscópio óptico, conforme descrito por Maciel et al. (2018). Com esses resultados foram 

calculados os índices parasitários de prevalência, intensidade média e abundância média da 

infestação, de acordo Bush et al. (1997).  A eficácia dos banhos terapêuticos com os OEs de 

A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum foi calculada de acordo com a recomendações de Dotta 

et al. (2015).  

 

2.6. Análise estatística 

Os dados foram analisados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a 

homogeneidade da variância pelo teste de Levene. Dados não normais foram logaritimizados 

(log natural). Análise de variância (one-way ANOVA), seguida por teste de Tukey foram 

aplicados para dados paramétricos ou análise de Kruskal-Wallis seguida por teste de Dunn, 

quando não verificada a normalidade dos dados. O nível de significância utilizado em todos 
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os testes foi de 95% (p-value ≥0.05). Para isso, utilizou-se o Software R estatística versão 

4.0.2. 

 

3. Resultados  

A composição química dos óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum 

está apresentada na Tabela 1. Os constituintes majoritários do OE de A. triphylla foram β-

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 γ-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 prevalência de 100% para P. pillulare com 

intensidade média e abundância média variando de 9706,7±3061,6 a 1440,0±904,4 (Tabela 2). 

Com relação aos valores de intensidade e abundância média, observou-se um aumento 

significativo nesses índices no tratamento controle comparado aos demais tratamentos com óleo 

essencial, entretanto não houve diferença significativa entre os tratamentos com OE (Tabela 2). 

Com relação a eficácia dos banhos terapêuticos, 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 eficácia foram obtidos com os tratamentos empregando o OE de P. aduncum, com 

valores de eficácia de 80,7 e 83,8% empregando as concentrações de 10 e 20 mg L-1, 

respectivamente (Figura 1). Não foram observadas mortalidades durante ou após a aplicação 

dos banhos terapêuticos com os óleos essenciais avaliados. 

Com relação aos parâmetros hematológicos e bioquímicos avaliados, não foram 

observadas diferenças significativas entre os tratamentos com óleos essenciais e o grupo 

controle (Tabela 3). Com relação aos parâmetros enzimáticos, somente para a (ALT) observou-

se uma redução significativa (p>0,05) nos valores desta enzima nos tratamentos com os OEs de 

P. aduncum (10 e 20 mg L-1) e A. triphylla (40 e 50 mg L-1), em comparação ao tratamento com 

OE de L. gracilis (20 e 30 mg L-1) (Tabela 3). 

 

4. Discussão 

Alternativas naturais para o tratamento de doenças parasitárias e bacterianas em peixes 

estão sendo priorizadas para promoção da aquicultura sustentável (Tavares-Dias, 2018; Zhu, 

2020; Dawood et al., 2021). Dentre os produtos vegetais, os óleos essenciais das espécies A. 

triphylla, L. gracilis e P. aduncum vêm sendo estudados quanto à atividade antiparasitária em 

diferentes espécies peixes (Corral et al., 2018; Tavares-Dias, 2018; Barriga et al., 2020; 
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Oliveira et al., 2021). É importante destacar que a atividade antiparasitária destes OEs é 

atribuída aos seus compostos bioativos, a exemplo dos compostos majoritários β-pineno, trans-

pinocanfona e acetato de trans-pinocarvila no OE de A. triphylla, carvacrol, p-cimeno e γ-

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 composição química 

semelhante, com variação apenas no percentual dos compostos (Corral et al., 2018; Barriga et 

al., 2020; Miura et al., 2021), já para o OE de A. triphylla foi observada diferença tanto nos 

constituintes quanto no percentual dos compostos (Santos et al., 2017; Bandeira-Junior et al., 

2018), e esta variação na composição dos OEs é explicada por fatores edafoclimáticos e 

ambientais, que têm grande influência na biossíntese dos metabólitos secundários (Tavares-

Dias, 2018).  

Com o uso de óleos essenciais para o controle de protozoários em peixes nativos do 

Brasil há poucos dados disponíveis na literatura, e para o dinoflagelado P. pillulare é ainda 

mais restrito (Tavares-Dias, 2018; Dawood et al., 2021). Ferreira et al. (2019) observaram 

umaredução significativa na intensidade parasitária deste parasito em tambaqui, após aplicação 

de banhos terapêuticos com OE de Mentha piperita. Esses autores encontraram eficácia de 

79,9% no muco e 54,6% nas brânquias de tambaqui, com emprego de banhos com 40 mg L-1 

do OE de M. piperita, que tem o mentol como composto majoritário deste OE, o qual também 

apresenta atividade anestésica (Brandão et al., 2021). Redução da intensidade parasitária de P. 

pillulare nas brânquias 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 eficácia antiparasitária (65,8%, 78,4% e 83,3%) 

observados com o emprego dos OEs de L. gracilis (30 mg L-1), A. triphylla (50 mg L-1) e P. 

aduncum (20 mg L-1), respectivamente, em protocolo de banhos terapêuticos de 15 minutos por 

3 dias consecutivos. Destaca-se que a ação dos OEs causa ruptura da membrana e 

extravazamento do conteúdo citoplasmático das células dos parasitos, devido à hidrofobicidade 

e permeabilidade celular, levando à alteração da morfologia celular e cessação da atividade 

parasitária (Dawood et al., 2021).  

Estudos mostram que certos OEs podem reduzir significativamente a intensidade de 

outras espécies de protozoários em peixes, a exemplo do OE de Melaleuca alternifolia que na 

concentração de 50 µL L-1, quando aplicado em banhos terapêuticos por duas horas em cinco 

dias consecutivos, reduziu 99,80% na pele e 98,80% nas brânquias a infestação pelo I. multifiliis 

em pacu (Piaractus mesopotamicus) (Valladão et al., 2016). Com a aplicação do mesmo OE e 

concentração para I. multifiliis em jundiá (Rhamdia quelen), os autores relataram eficácia de 
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94,87%, em banhos de 1 hora por 4 dias, cujos constituintes majoritários deste OE foram 

terpineno-4-ol (27,15%), γ-terpineno (24,08%) e α-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 óxido 

cariofileno, os quais também foram registrados no OE de Varronia curassavica, que promoveu 

redução de 30% dos trofontes do protozoário I. multifiliis em tambaquis, em banho de 1 hora 

nas concentrações de 0,5 e 2,0 mg L-1, e a ação deste OE foi confirmada pelos danos à 

membrana plasmática do protozoário, conforme relatado por Nizio et al. (2018). Portanto, esses 

resultados reforçam o potencial dos OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum e de seus 

constituintes químicos para o controle de protozoários em peixes, como o dinoflagelado P. 

pillulare nas brânquias de tambaqui. 

Para outros parasitos de peixes também foi relatada a eficácia dos óleos 

essenciais/extratos das plantas avaliadas neste estudo. Queiroz (2012) relataram que o extrato 

aquoso de P. aduncum apresentou eficácia acima de 80% para helmintos monogenoides de 

pirarucu (Arapaima gigas). O OE de P. aduncum apresentou eficácia de 76,21% após 

administração oral de 64 mL kg-1 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 eficácia anti-helmíntica in vitro contra o acantocéfalo N. 

buttnerae de tambaqui. Com emprego do OE de L. grata, heterotípico de L. gracilis, em banhos 

terapêuticos na concentração de 700 mg L-1 por 30 min, foi relatada eficácia de 95,1% no 

controle de monogenea (Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis, 

Mymarothecium boegeri e Linguadactyloides brinkmanni) em tambaquis (Barriga et al., 2020). 

É importante destacar a forte atividade antiparasitária destes OEs para diferentes grupos de 

parasitos, os quais constituem fonte sustentável para a elaboração de bioprodutos para controle 

de parasitoses que acometem os peixes de cultivo. 

Neste estudo, os parâmetros hematológicos não foram afetados pela aplicação dos ba-

nhos terapêuticos com os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum, observado peos baixos 

valores de hematócrito e hemoglobina, mas sim pela infecção dos peixes pelo dinoflagelado P. 

pillulare, cuja intensidade média inicial foi de 18.600. Estes parâmetros estão relacionados à 

capacidade de transporte de oxigênio, e sua redução em peixes parasitados pode também ser 

indicativo de uma condição de anemia (Tavares-Dias, 2015). Esses resultados são reforçados 

pelo modo de ação do P. pillulare, que se fixa às 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 fusão das lamelas secundárias, promovendo graves problemas 

respiratórios (Martins et al., 2001; Tavares-Dias et al., 2021c). A redução nos valores de hema-

tócrito, hemoglobina e número de eritrócitos já foram registrados em tilápia do Nilo (Oreochro-

mis niloticus) e em truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) infestados pelo protozoário I. multi-

filiis (Tavares-Dias et al., 2002; Azimzadeh, 2016). Já Soares et al. (2016) relataram que altas 

concentrações do OE de Lippia alba (100 e 150 mg L-1) em banhos terapêuticos de 30 min 

promoveram alterações nos parâmetros sanguíneos, como aumento nos níveis de trombócitos, 

linfócitos, eosinófilos e número de neutrófilos, além de redução na intensidade do protozoário 

I. multifiliis em tambaqui (40,7% e 50,3%). 

Os parâmetros bioquímicos, como glicose plasmática e proteínas totais não diferiram 

significativamente (p<0,05) entre os tratamentos com os OEs, apesar de apresentarem valores 

moderadamente aumentados em relação ao controle. Destaca-se que o aumento dos valores de 

glicose são indicativos de uma condição de estresse, que pode ser do manejo decorrente da 

aplicação de três banhos consecutivos e/ou da infestação por P. pillulare. Não é sugerido que o 

estresse tenha sido causado pelas concentrações de OE neste estudo, já que as concentrações 

dos OEs utilizadas neste estudo foram bem inferiores à da concentração média letal estabelecida 

para o tambaqui (Santos, 2021). 

Alguns autores relataram redução nos níveis plasmáticos das enzimas (AST) e (ALT) 

como efeito promotor da atividade hepática, em resposta à inclusão 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 redução nos valores desta enzima nos 

peixes parasitados com P. pillulare e tratados com OE de P. aduncum e A. triphylla, indicando 

que estes OEs têm efeito hepatoprotetor. De forma semelhante, com emprego do OE de 

gengibre (Zingiber officinale) na dieta da dourada (Sparidentex hasta), os níveis plasmáticos 

de ALT e AST diminuíram com dieta combinando 10 g kg −1 de gengibre, 10 g kg−1 de alho 

(Allium sativum) e 10 g kg −1 de tomilho (Thymus vulgaris), indicando melhora na saúde do 

fígado (Jahanjoo et al., 2018). Destaca-se que a ALT é uma enzima indicadora de dano da 

função hepática e está relacionada ao metabolismo de proteínas, podendo sofrer alterações em 

decorrência de toxicidade de produtos ou exposição à patógenos (Slavík 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-1) em relação aos demais tratamentos, considera-se que este 

aumento não é indicativo de danos graves ao fígado de tambaquis infectados por P. pillulare, 

pois em tambaquis saudáveis a variação nos valores médios de ALT foi de 26,83 a 40,1 U L-1 

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 aplicação de banhos com os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. 

aduncum não comprometeram a função hepática em tambaqui do presente estudo. 

 

5. Conclusão  

Os OEs de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum apresentaram atividade 

antiprotozoária em tambaqui, com eficácia entre 63,8% e 83,8%. A infestação por 

Piscinoodinium pillulare promoveu alterações moderadas nos parâmetros sanguíneos, e os 

banhos terapêuticos de 15 min, por três dias consecutivos, com os óleos essenciais não 

comprometeram a função hepática nos peixes. Portanto, os OEs de A. triphylla, L. gracilis e P. 

aduncum, nas concentrações de 40, 50, 20, 30, 10 e 20mg/L-1 respectivamente, são indicados 

para o tratamento de tambaquis infestados por P. pillulare. 
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FIGURAS E TABELAS 

 

Tabela 1. Principais compostos majoritários dos óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum. 

IR: Índíce de Retenção. 

Aloysia triphyla Lippia gracilis Piper aduncum 

Compostos % IR Compostos % IR Compostos % IR 

β-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 γ-terpineno 10,7 1055 miristicina 2,9 1519 

guaiol 5,3 1593 timol, metil-éter 6,1 1232 β-pineno 2,4 975 

cis-pinocanfona 4,9 1170 (E)-cariofileno 5,1 1414 α-pineno 1,1 931 

trans-pinocarveol 3,7 1135 biciclogermacreno 5,0 1491 óxido de cariofileno 1,1 1577 

α-pineno 3,1 931 timol 3,5 1292 viridiflorol 1,0 1586 

óxido de cariofileno 3,0 1577 α-terpineno 2,1 1015 (E)-β-ocimeno 0,8 1045 

limoneno 2,9 1026 1,8-cineol 1,4 1028 α-humuleno 0,7 1448 

(E)-cariofileno 2,9 1414 aromadendreno 1,4 1433 biciclogermacreno 0,7 1491 

mirceno 2,9 989 α-tujeno 1,3 924 (E)-nerolidol 0,6 1561 

mirtenol 2,5 1193 α-humuleno 1,2 1448 espatulenol 0,5 1572 

pinocarvona 2,2 1159 limoneno 0,8 1026 (Z)-β-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 δ-amorfeno 0,3 1502 
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Tabela 2. Índices parasitários de prevalência, intensidade média e abundância média de Piscinoodinium pillulare nas brânquias de tambaqui 

(Colossoma macropomum), após banhos terapêuticos com os óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum. 

 

Índices 

parasitários 

Tratamentos 

Controle 
A. triphylla 

40 mg L-1 

A. triphylla 

50 mg L-1 

L. gracilis  

20 mg L-1 

L. gracilis 

30 mg L- 1 

P. aduncum  

10 mg L-1 

P. aduncum  

20 mg L-1 

Prevalência 100 100 100 100 100 100 100 

Intensidade 

média 
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 

Abundância 

média 
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 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa (Teste de Dunn, p>0,05). 
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Figura 1. Eficácia antiprotozoária dos óleos 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. triphylla 40 e 50 mg L-1, LG 20 e LG 30 - L. 

gracilis 20 e 30 mg L-1, PA 10 e PA 20 - P. aduncum 10 e 20 mg L-1. 
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Tabela 3. Valores médios dos parâmetros hematológicos, bioquímicos e enzimáticos de Colossoma macropomum infestado por Piscinoodinium 

pillulare, após banhos terapêuticos com óleo essencial de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum. 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa pelo teste de Dunn (p>0,05). RBC = número de eritrócitos, VCM = volume 

corpuscular médio, CHCM = concentração de hemoglobina corpuscular média, FFA = fosfatase alcalina, ALT = alanina aminotransferase, 

AST = aspartato aminotransferase. 

 

Parâmetros 

Tratamentos 

Controle 
A. triphylla 

40 mg L-1 

A. triphylla 

50 mg L-1 

L. gracilis 

20 mg L-1 

L. gracilis 

30 mg L- 1 

P. aduncum 

10 mg L-1 

P. aduncum 

20 mg L-1 

Hematócrito (%) 27,4±5,9a 28,2±2.9a 28,2±3,3a 29,1±4,0a 27,8±2,7a 25,8±1,4a 28,4±4,4a 

Hemoglobina (g dL -1) 7,3±1,0a 6,7±1,2a 6,7±1,2a 6,7±1,3a 7,1±1,5a 6,7±0,9a 7,3±1,4a 

RBC (10-6 μL-1) 1,0±0,4a 1,0±0,3a 1,0±0,4a 1,1±0,4a 1,0±0,4a 1,1±0,6a 1,3±0,4a 

VCM (fL) 211,2±48,4a 322,9±120,3a 295,3±93,0a 285,6±93,6a 270,1±93,9a 230,3±38,2a 228,9±121,14a 

CHCM (%) 30,5±9,6a 24,2±6,0a 23,6±4,0a 23,7±6,0a 25,3±5,8a 26,1±4,3a 38,5±35,7a 

Glicose (mg dL-1) 116,7±54,9a 152,5±83,9a 131,0±50,7a 118,5±42,9a 160,1±39,8a 113,9±45,5a 107,1±39,8a 

Proteínas totais (g dL-1) 8,4±5,9a 10,1±7,9a 6,1±4,1a 7,1±4,3a 5,6±3,5a 8,3±6,8a 9,4±5,1a 

FFA (U L-1) 26,6±18,2a 34,8±45,5a 28,8±17,8a 33,8±16,5a 27,1±17,5a 33,2±17,2a 20,4±13,2a 

ALT (U L-1) 21,9±9,8abc 17,9±13,8ac 20,0±22,5ac 30,3±13,5b 31,1±15,8db 22,3±21,1ac 15,2±10,5c 

AST (U L-1) 37,5±12,1a 41,2±22,9a 43,2±16,9a 47,0±30,2a 51,6±34,9a 41,9±12,2a 48,5±20,8a 
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CONCLUSÕES GERAIS  

O uso de óleos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia gracilis e Piper aduncum 

mostrou-se com uma alternativa natural para o controle da doença parasitária causada por 

Piscinoodinium pillulare em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). Dentre os 

resultados positivos obtidos, destaca-se o estabelecimento de concentrações seguras dos três 

óleos essenciais avaliados, através dos testes de toxicidade aguda, para aplicação em protocolos 

de banhos terapêuticos para o tratamento de doenças na piscicultura. A concentração letal média 

(CL50-4 h) estimada para o óleo essencial de A. triphylla foi de 109,57 mg L-1, para L. gracilis 

foi de 41,63 mg L-1 e para P. aduncum foi de 48,17 mg L-1. Contudo, concentrações altas dos 

óleos essenciais foram responsáveis por promoverem danos histopatológicos de grau II, em 

baixa frequência, que incluem danos severos e que podem comprometer o funcionamento das 

brânquias, que é o órgão responsável pelas trocas gasosas e iônicas nos peixes, mas que são 

reparáveis se as condições adversas forem controladas, já os danos de grau III, que incluem as 

alterações severas e irreversíveis, como a necrose, foram observadas com emprego do óleo 

essencial de P. aduncum, em concentrações a partir de 47,5 mg L-1. Estes resultados indicam 

que concentrações dos óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum abaixo da CL50-

4 h podem ser aplicadas com segurança em protocolos de banhos terapêuticos de curta duração 

para o controle do dinoflagelado P. pillulare. Em relação à atividade antiparasitária, a aplicação 

de três banhos terapêuticos de 15 minutos com os óleos essenciais de A. triphylla (40 e 50 mg 

L-1), L. gracilis (20 e 30 mg L-1) e P. aduncum (10 e 20 mg L-1), em concentrações inferiores a 

CL50, promoveram a sobrevivência dos peixes e apresentaram alta eficácia no controle de P. 

pillulare em tambaquis, cujos valores de eficácia variaram de 63,8 a 83,8%. De acordo com as 

análises fisiológicas, os óleos essenciais se mostraram como um produto seguro para uso, pois 

não promoveram diferenças significativas nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e 

enzimáticos dos tambaquis, com exceção da enzima alanina aminotransferase que aumentou 

nos tratamentos com L. gracilis (20 e 30 mg L-1), mas apesar disso esses valores foram próximos 

aos valores registrados para tambaquis sadios, o que permite inferir que não há 

comprometimento da função hepática nos tambaquis. Por outro lado, a infecção dos peixes pelo 

dinoflagelado P. pillulare foi responsável pelos baixos valores de hematócrito e hemoglobina, 

que pode ser decorrente do modo de ação do parasito, que se fixa às células do hospedeiro 

através dos rizocistos e podem causar hemorragias no tegumento dos peixes, hiperplasia e fusão 

das lamelas, com implicação em problemas respiratórios, e isso reforça a importância da 

aplicação dos tratamentos terapêuticos com os óleos 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 óleos essenciais de A. triphylla, L. gracilis e P. aduncum nas concentrações testadas 

neste estudo constituem boas alternativas terapêuticas para mitigar os impactos negativos 

causados pela infestação de P. pillulare na criação de tambaquis. Em adição, vislumbra-se como 

perspectiva para continuidade deste estudo a avaliação da atividade antiparasitária dos 

compostos isolados destes óleos essenciais, das nanoformulações, bem como das interações 

sinérgicas entre óleos essenciais para aumentar a eficácia dos tratamentos aplicados para o 

controle de P. pillulare na criação de tambaquis, buscando contribuir com tratamentos 

alternativos naturais para promoção da aquicultura sustentável. 
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