UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Cleize Sales da Silva

Uso de dleos essenciais como antiparasitarios de Neobenedenia sp presente na tainha

Mugil liza

Floriandpolis

2023



Cleize Sales da Silva

Uso de dleos essenciais como antiparasitarios de Neobenedenia sp presente na tainha

Mugil liza

Tese submetida ao Programa de Pods-Graduagdo em
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina
como requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Doutora em Aquicultura.

Orientador: Dr. Vinicius Ronzani Cerqueira

Florianopolis

2023



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Silwva, Cleize Sales da

Uso de dleos essenciais como antiparasitarios de
Neobenedenia sp presente na tainha Mugil liza / Cleize
Sales da Silva ; orientador, Vinicius Ronzani Cergueira,
2023.

73 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Rgréarias, Programa de EBés
Graduacdo em Aquicultura, Fleorianépelis, 2023.

Inclui referéncias.

1. Aguicultura. 2. Monogenea. 3. Oleos essenciais. 4.
Piscicultura Marinha. I. Cergqueira, Vinicius Ronzani . II.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pos
Graduacdo em Aquicultura. III. Titulo.




Cleize Sales da Silva

Uso de dleos essenciais como antiparasitarios de Neobenedenia sp presente na tainha

Mugil liza

O presente trabalho em nivel de Doutorado foi avaliado e aprovado, em 29 de dezembro de 2022, pela

banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Vinicius Ronzani Cerqueira, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Robson Andrade Rodrigues, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. ® Marcia Valéria Silva do Couto, Dr.?
Casa-Escola da Pesca - Funbosque

Prof.2 Aline Brum Figueredo, Dr.?
Universidade do Estado de Santa Catarina

Certificamos que esta € a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado adequado

para obtenc¢ao do titulo de Doutora em Aquicultura.

Documento assinado digitalmente

Mauricio Laterca Martins

Data: 29/03/2023 17:12:19-0300
CPF:***.371.998-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Vinicius Ronzani Cerqueira

Data: 29/03/2023 16:29:18-0300

CPF: ***.941.070-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Vinicius Ronzani Cerqueira, Dr.
Orientador

Floriandpolis, 2023



A mulher mais incrivel que ja conheci:

Maria, a minha mae.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr. Vinicius Ronzani Cerqueira, que tem contribuido com minha
formagdo com paciéncia, dedicacao e apoio por todos estes anos.

Ao Dr. Mauricio Later¢a Martins, pelo comprometimento e pelo fornecimento de
material bioldgico.

A equipe do Laboratorio de Piscicultura Marinha da UFSC pelas inimeras amostras
analisadas dos experimentos. Sem a colaboragdo de vocés esse trabalho nao seria possivel de
realizar.

A minha querida amiga Vanessa Rocha, que ndo largou minha mao, faca sol ou faca
chuva.

A minha amada e querida amiga, companheira, familia Cynthia Ferreira que estd ao
meu lago dando todo apoio para que eu possa realizar todos os meus sonhos loucos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.

A todos, 0 meu muito OBRIGADA!



“Nao podemos todos evoluir quando metade de nos fica para tras”.

Malala Yousafzai



RESUMO

As praticas intensivas e semi-intensivas de producdo na piscicultura vém causando aumento na
incidéncia de doengas. Entre os agentes causadores, os ectoparasitos da classe Monogenea
causam varias alteracdes epiteliais € hematoldgicas nos hospedeiros. Na aquicultura, o uso de
produtos quimicos tem sido uma das formas mais utilizadas de controlar e tratar doencgas, porém
os produtos fitoterdpicos como os dleos essenciais vém ganhando destaque no controle de
enfermidades em peixes. O objetivo do primeiro estudo foi encontrar a concentragao ideal de
fitoterapicos e quimioterapicos contra Neobenedenia sp. in vitro. Os parasitos foram coletados
de reprodutores de tainhas Mugil liza. Foram realizados testes in vitro com solugdes de oleos
essenciais de Lippia alba, L. origanoides, L. sidoides e Mentha piperita (100, 200, 300, 400,
500, 600 e 700 mg L"), formolalina (100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 mg L'!), permanganato
de potassio (1,5, 2,5, 3,5, 4 e 5 mg L!), peréxido de hidrogénio (90, 180, 200, 250, 300 e 350
mg L) e cloreto de sédio (0, 5 e 10 mg L!). Os tratamentos com 100% de mortalidade do
parasito foram nas concentra¢des de 600 e 700 mg L™ de L. origanoides (1 min) e 350 mg L
(3 min) de perdxido de hidrogénio. Esse estudo mostrou diferencas na dose-resposta dos
produtos testados para Neobenedenia de tainha. O objetivo do segundo estudo foi utilizar uma
racdo suplementada com oOleo essencial de L. origanoides, como antiparasitirio de
Neobenedenia sp. Foram 4 tratamentos ¢ um controle (em triplicata) com densidade de 10
peixes por tanque e alimentados com racdo contendo Oleo essencial nas seguintes
concentragdes: 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0%. Os juvenis de tainha foram alimentados quatro vezes ao dia
por 77 dias. Ao final do experimento foram realizadas a biometria de todos os peixes, coleta
dos parasitos e coleta de sangue, para posterior analise. Os indices parasitologicos de M. liza
alimentadas com as dietas contendo o 6leo foram semelhantes aos dos peixes do controle. Os
maiores valores de abundancia e intensidade média de parasitismo foram registrados no
tratamento controle. As concentracdes de 1,0 e 1,5% tiveram um unico individuo que nao
apresentou parasitos em sua superficie corporal. As concentragdes testadas do 6leo de L.
origanoides suplementado na ra¢do em juvenis de tainha M. liza ndo foram eficazes na
eliminagdo do monogenoide Neobenedenia sp. Portanto, ndo recomendamos a utilizacao desse
tratamento.

Palavras-chave: Aquicultura, Monogenea. Oleos essenciais. Piscicultura Marinha.



ABSTRACT

The Intensive and semi-intensive production practices have been causing an increase in the
incidence of diseases. Among the causative agents, Monogenea cause several epithelial and
haematological alterations in the hosts. In aquaculture, the use of chemicals has been one of the
most used ways to control and treat diseases, but herbal products such as essential oils have
been gaining prominence in controlling diseases in fish. The objective of the first study was to
find the ideal concentration of herbal and chemotherapeutic drugs, for the mortality of parasites,
in the shortest possible time. The parasites were collected from mullets (Mugi!l liza) broodstock.
In vitro tests were performed with oil solutions of Lippia alba, L. origanoides, L. cidoides and
Mentha piperita (100, 200, 300, 400, 500, 600 and 700 mg L), formaldehyde (100, 200, 300,
400 , 500, 600 and 700 mg L), potassium permanganate (1.5, 2.5, 3.5, 4 and 5 mg L),
hydrogen peroxide (90, 180, 200, 250, 300 and 350 mg L!) and salinities (0, 5 and 10 mg L ).
The 100% effective treatments occurred at concentrations of 600 and 700 mg L' of L.
origanoides (1 min) and 350 mg L' (3 min) of hydrogen peroxide. This study showed
differences in the dose-response of the products tested for Neobenedenia parasite of the mullet.
The objective of the second study was to use L. origanoides essential oil as an antiparasitic
against Neobenedenea sp, supplemented in the feed. Four treatments and one control (in
triplicate) were carried out with a density of 10 mullet juveniles per tank and fed a diet with
essential oil at the following concentrations: 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%. The fish were fed four
times a day for 77 days. At the end of the experiment, all the fish were measured, parasites were
collected, and blood was sampled for further analysis. The parasitological indices of M. liza fed
diets with essential oil were similar to the non-treated fish. The highest parasite abundance and
average intensity values were registered in the control. The treatments 1.0 and 1.5% had a single
specimen that did not present parasites on its body surface. The tested concentrations of L.
origanoides supplemented in the diet of M. liza mullet juveniles were not effective in
eliminating the monogenoid Neobenedenia sp.

Keywords: Auaculture, Essential oils. Marine fish farming. Monogenea.
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1 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura ¢ um dos ramos da produgdo animal que mais cresce no mundo,
contribuindo com mais da metade do pescado consumido, colaborando de forma significativa
para geragdo de emprego e renda da populacdo (FAO, 2020). Em 2020 o crescimento da
aquicultura, particularmente na Asia, fez com que a produgdo total de pesca e aquicultura
atingisse um recorde histérico de 214 milhdes de toneladas (178 milhodes de toneladas de peixes
aquaticos 36 milhdes de toneladas de algas). Em 2020, mais de 157 milhdes de toneladas, ou
seja, 89% da produgdo de animais aquaticos, foram destinados ao consumo humano direto. Os
alimentos aquaticos contribuiram com cerca de 17% da proteina de origem animal consumida
em 2019, chegando a 23% em paises de renda média baixa e mais de 50% em partes da Asia e
Africa (FAO, 2022).

No Brasil, a produgdo aquicola foi de 579,3 mil toneladas no ano de 2018. Deste total,
45,8 mil toneladas de camardes em cativeiro, 14,2 mil toneladas de moluscos bivalves € 519,3
mil toneladas representado pela piscicultura continental. A aquicultura marinha no pais ainda
se restringe basicamente a criacdo de camardes e a criagdo de moluscos bivalves, enquanto a
piscicultura marinha ainda ndo tem registros oficiais da producao comercial (IBGE, 2019; FAO,
2020). Dentre as espécies brasileiras de peixes marinhos que apresentam potencial economico
e socioambiental para a criacdo em cativeiro, destacam-se o bijupira (Rachycentron canadum),
garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus), robalos flecha (Centropomus undecimalis) e
peva (C. parallelus), carapeba (Eugerres brasilianus), linguado (Paralichthys orbignyanus),
pampo (Trachinotus marginatus) e a tainha (Mugil liza). A criagdo de Mugilideos ¢ uma
realidade em varios paises do mundo, sendo o Egito o maior produtor de Mugil cephalus (FAO,
2011), seguido pela Coreia, Taiwan, Israel e China. Segundo dados da FAO, foram produzidas
mais de 114 mil toneladas dessa espécie em 2018 (FAO/Fishstat, 2020).

Mugil liza Valenciennes, 1836 conhecida popularmente como tainha, como os demais
membros da familia Mugilidae, ¢ uma espécie de peixe pelagica encontrada na costa Atlantica
da América do Sul, desde o Caribe até a Argentina (MENEZES et al., 2010; DURAND et al.,
2012; LEMOS et al., 2014). As tainhas podem atingir cerca de | m de comprimento e até 8 Kg
(VIEIRA e SCALABRINI, 1991), sendo considerada a espécie mais importante de Mugilideo
para a atividade pesqueira no Brasil, € um importante recurso econdmico na regidao Sul,
principalmente para a pesca artesanal (MPA/MMA, 2015) (Figura 1). A tainha ¢ uma espécie

emblematica, tanto por sua importancia econdmica quanto sociocultural, pois constitui um dos
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mais tradicionais recursos pesqueiros do Sudeste e Sul do Brasil, tornando-se fundamental para
os modos de vida de mais de vinte mil pescadores artesanais € mais de mil outros pescadores

que trabalham na pesca industrial (BRASIL, 2015).

Figura 1. Tainha M. /iza do Laboratério de piscicultura marinha da UFSC.
T 3 "L I T

e ,

Fonte: Magnotti, 2019.

Em relagdo a biologia reprodutiva, a tainha ¢ uma espécie bissexuada, que apresenta
formac¢ao de cardumes e habitos migratorios, sendo catddromos com recrutamento dos juvenis
em lagoas e estudrios, seguido de um periodo de migracdo no mar para reproducao (ALBIERI
e ARAUJO, 2010). A reprodugdo ocorre do final do outono ao inicio do inverno (maio a
agosto), com pico em maio ¢ junho, e a desova ocorre em mar aberto, entre o norte do Rio
Grande do Sul e Sdo Paulo (CERQUEIRA et al., 2017), quando as temperaturas da agua se
encontram em torno de 18-21 °C.

De acordo com Albieri e Aratjo (2010), a tainha apresenta desova total e o
desenvolvimento ovocitario ocorre de maneira sincronica em dois grupos. A presenca continua
de recrutas ao longo do ano confirma que a tainha apresenta uma desova sincronica de dois
grupos, conforme também descrito por Gonzalez-Castro et al. (2011) e Garbin et al. (2014). Em
relagdo a fecundidade, alguns estudos relatam cerca de 3.080.000 ovocitos por fémea adulta
entre 590 ¢ 680 mm de comprimento total (TL) (ALBIERI ¢ ARAUJO, 2010), enquanto em
condi¢des controladas de cultivo, a fecundidade da espécie varia de 1,0 a 1,5 milhdo de ovos/kg
de peso corporal (CERQUEIRA et al., 2017).

Do ponto de vista da aquicultura, a tainha M. liza ¢ uma espécie que apresenta
caracteristicas que a qualificam para o cultivo, tais como: rusticidade, ampla tolerancia as
diferentes salinidades e temperaturas, adaptacdo ao cativeiro e facil manejo alimentar, pois
aceita rapidamente a dieta inerte (NETO e SPACH, 1998; SAMPAIO et al., 2001; SAMPAIO
etal., 2002; MIRANDA-FILHO et al., 2010). Além disso, apresenta carne saborosa e a gobnada

feminina (ova) ¢ bastante apreciada no Brasil e em outros paises como Taiwan, Franca e Grécia.
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No Brasil, pesquisas voltadas ao cultivo da tainha em cativeiro iniciaram em 1979, no
Rio de Janeiro (BENETTI e FAGUNDES NETTO, 1980), em Santa Catarina (ANDREATTA
et al., 1981) e, posteriormente, em Sao Paulo (YAMANAKA et al., 1992; GODINHO et al.,
1993). Em 2014, o Laboratério de Piscicultura Marinha (Lapmar) da Universidade Federal de
Santa Catarina retomou as pesquisas com essa espécie realizando trabalhos voltados a captura,
transporte, adaptacdo de reprodutores selvagens em cativeiro, reproducdo induzida e
larvicultura (PASSINI et al., 2015; CERQUEIRA et al., 2017; CARVALHO et al., 2019,
CASTRO et al., 2019, MAGNOTTI et al., 2020). Outros trabalhos voltados ao cultivo de
mugilideos também j& foram realizados por pesquisadores da Universidade Federal de Rio
Grande e do Instituto de Pesca como a determinagdo das condig¢des ideais de temperatura
(OKAMOTO et al. 2006), salinidade (NETO e SPACH, 1999), exigéncia proteica (ITO e
BARBOSA, 1997; CARVALHO et al., 2010) e densidade de estocagem (SAMPAIO et al.,
2001) em cultivo.

No entanto, com a intensificagcdo do cultivo, o surgimento de enfermidades aumenta
proporcionalmente a elevagdo das densidades de estocagem, da quantidade de alimento
oferecido, e das excretas geradas, além disso, a flutuacdo dos pardmetros de qualidade da agua
em sistemas aquicolas gera estresse deixando os animais susceptiveis a enfermidades (LEIRA
etal.,2017), sendo assim, € necessario o aumento de estudos relacionados a patégenos de peixes
cultivados. Entre os agentes causadores de doencas em peixes podemos destacar os
ectoparasitos da classe Monogenea que em grande niimero, causam varias alteracdes epiteliais
e hematolégicas nos hospedeiros (ARAUJO et al., 2009; TAVARES-DIAS et al., 2008),
predispondo o hospedeiro a infecgdes secundarias e muitas vezes levando a uma mortalidade
elevada dentro de um lote (HUANG et al., 2013; OGAWA, 2015). Na América do Sul, os
Monogenea de peixes marinhos sdo representados por 244 espécies pertencentes a 32 familias
(KOHN et al., 2016).

Doengas parasitarias ja foram descritas em Mugil liza por Citti et al. (2014) que
relataram a presenga do Ascocotyle (Phagicola) um parasita trematodeo digenético em tainhas
capturadas do ambiente natural e por Santos Gueretz et al. (2019) que descreveram a
prevaléncia de metacercérias tanto em 6rgdos como em musculatura de M. liza capturadas na
Baia do Babitonga estado de Santa Catarina. Abdallah et al. (2009) também descreveram a
ocorréncia de quatro espécies de Ligophorus pertencentes ao grupo Monogenea (L. tainhae n.
sp., L. brasiliensis n. sp., L. guanduensis n. sp., € L. lizae n. sp.) coletados das branquias de
tainhas do Rio Guandu estado do Rio de Janeiro. Além disso, também foram registradas para

Mugil liza no litoral sul do Rio Grande do Sul a espécie Ligophorus uruguayense (SIQUIER e
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NUNEZ, 2009) e Solostamenides platyorchis (PAHOR-FILHO et al., 2012), encontradas nas
branquias. No entanto, 0 Monogenea Neobenedenia pacifica foi registrado para Mugilideos em
La Paz, Baixa California, México (BRAVO-HOLLIS, 1971).

O género Neobenedenia Yamaguti 1963, (Monogenea: Capsalidae), ¢ um ectoparasito
de peixes marinhos frequentemente encontrado nos cultivos (WHITTINGTON, 2004) (Figura
2 A). Espécies do género Neobenedenia sdo conhecidas por serem ectoparasitas prejudiciais e
ja foram registradas em mais de 100 espécies de teledsteos, muitas das quais sdo importantes
espécies de peixes tropicais e subtropicais de aquérios marinhos e aquicultura (HIRAZAWA
et al. 2004; OGAWA et al. 2006; WHITTINGTON, 2012). Esse género compreende espécies
de baixa especificidade de hospedeiro, apresentam 6rgdos de fixagdo anteriores, um de cada
lado da regido da cabeca, em forma de disco ndo dividido transversalmente, ciclo de vida direto,
tempo de geracdo curto e ovos filamentosos e ambientalmente resistentes (Figura 2B), que se
emaranham nas estruturas, causam dificuldades no manejo, pois um grande numero de parasitos
pode se tornar presente em um curto periodo de tempo causando grandes infestacdes no
hospedeiro (BULLARD et al.,, 2000; HOAI ¢ HUTSON, 2007; MILITZ et al., 2013;
WHITTINGTON, 2004; OGAWA et al. 2006).

Figura 2. A) Neobenedenia sp. obtido de reprodutores de tainha do LAPMAR. Aumento 12.5 x. B)
Ovos de Neobenedenia sp. obtidos apos exposi¢do in vitro com alcool de cereal (700 mg L,
aumento 35x).

Fonte: Magnotti, 2019.

Estes parasitos ja foram observados em superficies externas do hospedeiro, incluindo
narinas, olhos, cavidade bucal e nadadeiras (HIRAZAWA et al., 2010; OGAWA et al., 2006,
TRUJILLO-GONZALEZ et al., 2015; WHITTINGTON ¢ HORTON, 1996).
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Os atuais métodos de manejo para os monogeneas encapsulados envolvem banhos dos
peixes infectados em dgua oxigenada, formalina ou agua doce (ERNST et al. 2002; OGAWA
et al. 2006), que apenas alivia de forma temporaria a infecg¢do, pois remove os parasitas
anexados aos hospedeiros (WHITTINGTON, 2012). No entanto esses métodos de tratamento
sdo ineficazes na morte de embrides dentro dos ovos (SHARP et al. 2004; MILITZ et al. 2013)
e a reinfeccdo pode ocorrer imediatamente apos o tratamento do estoque. O banho continua
sendo a pratica de manejo mais comumente utilizada para infec¢gdes monogénicas e ¢
amplamente utilizado no tratamento de epizootias causadas por Gyrodactylus spp.

(BUCHMANN e KRISTENSSON, 2003; SCHELKLE et al. 2011).

1.1 QUIMIOTERAPICOS

Na aquicultura, o uso de produtos quimicos tem sido uma das formas de controlar e
tratar doencas (PAHOR-FILHO, 2012; PAIXAO et al., 2013; ANDRADE-PORTO et al.,
2017). Entre os produtos mais utilizados esta a formalina, uma solucio aquosa saturada (37%)
de formaldeido utilizada como antiparasitario, principalmente para o tratamento de
protozodrios, monogenéticos e de infestagdes de vermes presentes na pele e branquias, além
disso, tem efeito bactericidas, virucidas e fungicidas (SCHREIER et al. 1996; RACH et al.
1997).

Apesar da sua utilizagdo ter sido aprovada pelo Food and Drugs Administration (FDA)
para ser utilizada no controle de fungos, protozoarios e parasitos externos (FDA, 1992 e 1998),
pouco se sabe sobre as concentragdes ideais, os niveis de tolerancia para as diversas espécies
de peixes, bem como o tempo de exposi¢ado e alteracdes teciduais e na homeostase dos animais
expostos a formalina (JUNG et al., 2001; ANDRADE-PORTO et al., 2017), além dos possiveis
residuos que podem ser lancados no ambiente aquatico.

Outros produtos quimicos utilizados sdo o peroxido de hidrogénio (H202) que tem sido
usado no tratamento e controle de doengas parasitarias e infecciosas (AFONSO et al., 2009)
como os monogenoideas (SITfA-BOBADILLA et al., 2006; HUTSON et al., 2007) e
protozoarios (HOWE et al., 1999; RACH et al., 2000) e infec¢des causadas por fungos (RACH
et al., 2004) e bactérias (THOMAS-JINU e GOODWIN, 2004; AVENDANO-HERRERA et
al., 2006) e o permanganato de potassio, um sal usado para o tratamento de infestacdes
parasitarias por protozoarios € monogenoideas e para o tratamento de doencas bacterianas das
branquias (FRANCIS-FLOID e KLINGER, 2003; KODAMA et al., 2004). Segundo Martins

(2004), o permanganato de potassio tem-se mostrado eficaz no controle e diminui¢do do nimero
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de Monogenoidea nas branquias de peixes brasileiros cultivados. No entanto, o uso desse
produto dependendo da concentragdo e tempo de exposicdo pode causar danos na pele e
branquias dos peixes (INTORRE et al., 2007).

Diante disse, busca-se alternativas para o tratamento dessas enfermidades e os
fitoterapicos vem ganhando destaque na utilizagdo do controle de parasitose. Dentre esses
fitoterapicos, os Oleos essenciais tém mostrado eficiéncia, sdo misturas complexas de
numerosos compostos obtidos das plantas, possuem uma composi¢do bastante diversificada,
especialmente por compostos quimicos terpendides (monoterpenos € sesquiterpenos) e
fenilpropanoides (CALSAMIGLIA et al.,, 2007). Entre os Oleos essenciais usados na
aquicultura podemos destacar os da familia Verbenaceae, do género Lippia que abrange
aproximadamente 200 espécies que crescem espontaneamente na América Central e do Sul, e
na Africa (REIS et al., 2010). A familia Verbenaceae compreende espécies com potencial
industrial devido a sua composi¢do aromatica, em especial o género Lippia, que produz 6leos
essenciais, ¢ sdo usados medicinalmente, como bem como para condimentar, nas industrias
cosmética e farmacéutica (JUDD et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014). As plantas constituintes
desse género apresentam potente atividade antioxidante (DELACORTE SINGULANI et al,,
2012), antifungica (FUNARI et al., 2012), anti-helmintica (CAMURCA-VASCONCELOS et
al., 2008), antiprotozoaria (ESCOBAR et al., 2010) e, anticarcinogénica (GOMIDE et al.,
2013). Na aquicultura, esse género ¢ amplamente estudado, apresentou efeito positivo como
antimicrobiano (SOUZA et al., 2017) e antiparasitario (VALENTIM, 2017). Dentre as espécies
deste género com diferentes atividades biologicas ja comprovadas estdo a Lippia alba, Lippia

origanoides e Lippia sidoides.

1.2 Lippia alba

Lippia alba, conhecida popularmente como melissa ou erva-cidreira, ¢ um subarbusto
com aproximadamente 1,5 metros de altura, sendo nativa de quase todas as regides do Brasil.
Cresce em solos arenosos, nas margens de rios, lagos e lagoas. Apresenta um crescimento
rapido, estando presente em regides de clima tropical, subtropical e temperado (CORREA,
1992). E amplamente conhecida na América Latina, em razio de seus variados usos
tradicionais, bem como de seu odor aromatico ou propriedades medicinais (HENNEBELLE et
al., 2008).

L. alba possui uma ampla variedade de usos tradicionais e atividades farmacologicas

dentre os quais analgésico, anti-inflamatério, antipirético, sedativo, usado no tratamento de
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doencas cutaneas, remédio para doengas gastrointestinais, tratamento de doengas hepaticas,
antimicrobiano, antiviral, antiespasmoédico, tratamento de doencgas respiratorias, cistostatico e
anticonvulsivante (SACCOL, 2013). Na aquicultura o 6leo essencial (OE) de L. alba ja foi
testado como: anestésico tendo sua atividade comprovada por Cunha et al. (2010); como
antibacteriano Sutili et al. (2015); e ja foram realizados testes com o OF na rag¢do para peixes
nos trabalhos de Saccol et al. (2013) e Souza et al. (2015). Além disso, para alguns organismos
aquaticos o 0leo essencial de L. alba tem demonstrado efeito anestésico, melhora na qualidade
da 4gua, os parametros fisioldgicos e bioquimicos e das respostas antioxidantes (SALBEGO et
al., 2017; SIMOES et al., 2017; SOUZA et al., 2018; TONI et al., 2014). Efeitos positivos da
adi¢do dietética de OE L. alba foram encontrados no jundia, Rhamdia quelen, no qual houve
uma diminui¢do da peroxidacgdo lipidica e um aumento nas reservas de lactato e glicogénio,
além de melhorar a resposta antioxidante tecidual (SACCOL et al., 2013), e uma melhora na
conversao alimentar e atividade imunoldgica na tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(SOUZA etal., 2018). O efeito genotdxico do 6leo essencial de L. alba foi avaliado por Kampke
et al. (2018) em tilapia do nilo em que a concentracdo 300 mg L' ndo causou danos ao DNA.
Saccol et al. (2013), avaliando efeito no crescimento, parametros metabdlicos, sanguineos e
biomarcadores de estresse oxidativo da adi¢do do 6leo essencial de L. alba em Rhamdia quelen,
e as concentragdes usadas no experimento teve alteracdes nos parametros sanguineos ou
melhorias no crescimento, mas reduziu a peroxidacao lipidica nos tecidos, aumentou as reservas

de glicogénio e lactato, atuando como um antioxidante tecidual.

1.3 Lippia origanoides

Lippia origanoides Kunth ocorre na América Central (México, Guatemala, Cuba) e no
norte da América do Sul, principalmente nas regides amazdnicas da Coldombia, Venezuela e
Brasil, onde ¢ comumente conhecida como “Salva-de-Maraj6”, “Orégano-do-Monte” e
“Alecrim-de-Tabuleiro” (PASCUAL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007; STASHENKO et
al., 2010; SILVA et al., 2015). Foi classificado em cinco diferentes tipos, de acordo com os
diferentes compostos principais presente em seu 6leo essencial: A (p-cimeno, E-cariofileno, a-
e B- felandreno, limoneno, a-humuleno e 1,8-cineol) com um citrino aroma; B (carvacrol) e C
(timol) com o mesmo cheiro de “orégano”; D (1,8-cineol) com aroma fresco e canforado; ¢ E
(E-metil cinamato e E-nerolidol) com um sabor frutado-amadeirado que lembra canela,

morango e madeira (RIBEIRO et al., 2014).
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Estudos etnobotanicos mostram que esta ¢ uma importante planta medicinal com usos
terapéuticos e culinarios para tratar doengas gastrointestinais, urogenitais, e problemas
respiratorios, bem como usos antiespasmodico, anti-inflamatorio, analgésico e antimalarico
(OLIVEIRA et al., 2014, 2007; RIBEIRO et al., 2014; SOARES ¢ TAVARES-DIAS, 2013;
VASQUEZ ¢ outros, 2014). Muitos estudos demonstraram as diferentes atividades biologicas
in vivo e in vitro do 6leo essencial de L. origanoides (SARRAZIN et al., 2015; ALMEIDA et
al., 2016 ; HERNADES et al., 2017, SOARES et al., 2017; NEIRA et al., 2018), incluindo
atividade antiparasitaria contra ectoparasitas em peixes (SOARES et al.,, 2017) e na
leishmaniose cutanea (NEIRA et al., 2018); efeitos antimicrobianos contra Candida krusei, C.
parapsilosis, Aspergillus fumigatus, A. flavus  BETANCUR-GALVIS et al., 2011), as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 8739 (SARRAZIN et al., 2015)
e Salmonella choleraesuis ATCC 35.640 (ALMEIDA et al., 2016), repelente (NERIO et al.,
2009) e inseticida (TEIXEIRA et al., 2014), antioxidante e moderado potencial larvicida contra
Aedes aegypti (MAR et al., 2018), inibidor de tirosinase (SILVA et al., 2017), e ¢ utilizado
como conservante alternativo em alimentos e em produtos farmacéuticos (HERNADES et al.,

2017).

1.4 Lippia sidoides

A espécie L. sidoides, conhecida como alecrim-pimenta, ¢ uma espécie propria da
vegetacdo do semidrido nordestino e ¢ muito usada na industria de perfumaria, alimentos e
cosméticos (REIS, 2009). Além disso, ¢ bastante utilizada na medicina popular na forma de cha
ou tintura das folhas, raizes e talos; como antisséptico, antioxidante e antimicrobiano, entre
outros (LORENZI e MATOS, 2008). Para o 6leo essencial de L. sidoides foram descritas
atividades antiparasitaria e antimicrobiana para o tambaqui C. macropomum (MAJOLO et al.,

2017;2018; BATISTA et al., 2018).

Em virtude da concentragdo de timol, a L. sidoides apresenta um alto poder
antimicrobiano, se mostrando eficaz na inibi¢ao do crescimento de Streptococcus sp. e Candida
albicans (BOTELHO et al., 2007), anti-helmintico (CAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2007), antifungico (SIQUEIRA et al., 2011), além de possuir propriedades anti-inflamatorias
(MONTEIRO et al., 2007). Hashimoto et al. (2016) avaliaram a agdo antiparasitaria da L.
sidoides contra os monogenoides Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus thurstonae,
Cichlidogyrus halli e Scutogyrus longicornis, a qual apresentou efeito benéfico no tratamento,

embora ndo sendo indicado seu uso em virtude das alteracoes hematoldgicas observadas.



22

1.5 Mentha piperita

Outro fitoterapico utilizado como 6leo essencial promissor na aquicultura destaca-se o
do género Mentha, pertencente a familia Lamiaceae, esta distribuido em areas tropicais e
temperadas do mundo e j& foram descritos cerca de 240 géneros e 7200 espécies, e no Brasil
estdo presentes 46 géneros e 524 espécies nativas ou introduzidas (HARLEY, 2012). No Brasil
¢ popularmente conhecida como mentas ou hortelas, utilizadas para fins medicinais devido as
suas propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, espasmoddicas, carminativas e
antioxidantes (STANISAVLIJEVIC et al., 2014). Quimicamente, os 6leos essenciais de Mentha
sp. apresentam uma grande variabilidade, contudo sdo os monoterpenos (mentol, mentona,
carvona, linalol e acetato de linalila) os componentes de maior valor econdomico (GARLET et

al., 2007; SANTOS et al., 2012; DESCHAMPS et al., 2013).

Embora seja nativa da Europa, € cultivada em todo mundo, devido ao seu grande uso na
alimentagdo, em produtos medicamentosos € em cosméticos (ISCAN et al., 2002; GARLET et
al., 2007). Tais interesses econdmicos devem-se ao fato de que extrato e 6leo essencial de M.
piperita apresentam propriedades antimicrobianas contra varias cepas de bactérias, tais como:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus falcium, entre outras
(YDEGARINIA et al, 2006). Também apresentam propriedades antiinflamatorias,
antiespasmodica, antiemética e analgésica (TAMPIERI et al., 2005; BETONI et al., 2006). O
Oleo essencial de M. piperita j4 apresentou anestésicas, antiespasmodicas e estomatico-
estimulantes (LORENZI e MATOS, 2008). E considerado um composto terapéutico usado no
tratamento de diversos sinais clinicos e doencas, incluindo parasitoses. Vidal et al. (2007)
demostraram que o Oleo essencial de M. piperita apresentou atividade anti-trofozoitos de
Giardia duodenalis (syn. G. lamblia), enquanto esse 6leo também apresentou atividades
antiparasitaria e antimicrobiana para C. macropomum (MAJOLO et al., 2018; FERREIRA et
al., 2019).

1.6 OBJETIVOS
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1.6.1 Objetivos geral
Avaliar o uso de oOleos essenciais e quimioterdpicos como antiparasitario de

Neobenedenia sp. em tainhas Mugil Liza.

1.6.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo antiparasitaria in vitro dos oleos essenciais de L. alba, L.
origanoides e L. sidoides, Mentha Piperita, permanganato de potassio, formol e
peréxido de hidrogénio para o Neobenedenia sp.

e Avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de M. Liza alimentada com ragdo
suplementada com o 6leo essencial de L. origanoides;

e Determinar os indices parasitirios em juvenis de tainha M. Liza alimentadas com racao
suplementada com o 6leo essencial de L. origanoides;

e Avaliar os parametros hematoldgicos e glicose de juvenis de tainha alimentados com

racdo suplementada com 6leo essencial de L. origanoides

1.7 FORMATACAO DOS CAP{TULOS DA TESE

Esta tese esta dividida em dois artigos cientificos. O artigo 1 serd submetido ao
periddico Aquaculture, e o artigo 2 serd destinado a submissao ao periddico Boletim do instituto

de Pesca.
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Resumo

As praticas intensivas e semi-intensivas de producao vém causando aumento na incidéncia de
doengas e entre os agentes causadores 0os monogenoides causam vdrias alteragdes epiteliais e
hematoldgicas nos hospedeiros. As medidas normalmente utilizadas para controle de
Monogenea consistem no uso de fito e quimioterapicos. O objetivo deste estudo foi encontrar
a concentracao ideal de fitoterapicos e quimioterapicos, para a mortalidade dos parasitos, no
menor tempo possivel. Os parasitos foram coletados de reprodutores de tainhas. Foram
realizados testes in vitro com solugdes de oOleos essenciais Lippia alba, L. origanoides, L.
sidoides e Mentha piperita (100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 mg L"), formol (100, 200, 300,
400, 500, 600 e 700 mg L), permanganato de potassio (1,5, 2,5, 3,5, 4 ¢ 5 mg L), peroxido
de hidrogénio (90, 180, 200, 250, 300 e 350 mg L) e salinidades (0, 5 e 10 mg L). Os
tratamentos 100% eficazes ocorreram nas concentragdes de 600 ¢ 700 mg L' de éleo de L.
origanoides (1 min) e 350 mg L! (3 min) de peréxido de hidrogénio. Esse estudo mostrou
diferengas na dose-resposta dos produtos testados para Neobenedenia parasito da tainha e
estudos in vivo com as concentracdes devem ser realizadas. Conclusdo: o que seria mais
indicado para um teste in vivo?

Palavras-chave: Piscicultura marinha, fitoterapico, tratamento, Monogenea

Summary

Intensive and semi-intensive production practices have been causing an increase in the
incidence of diseases and, among the causative agents, Monogenea cause several epithelial and
hematological alterations in the hosts. The measures normally used to control Monogenea
consist of the use of herbal and chemotherapeutic agents. The objective of this study was to
find the ideal concentration of herbal and chemotherapeutic agents for parasite mortality in the
shortest possible time. The parasites were collected from mullet breeders at the Marine
Pisciculture Laboratory at the Federal University of Santa Catarina. In vitro tests were
performed with solutions of Lippia alba, L. origanoides, L.cidoides and Mentha piperita (100,
200, 300, 400, 500, 600 and 700 mg L"), formaldehyde (100, 200, 300, 400, 500, 600 and 700
mg L), potassium permanganate (1.5, 2.5, 3.5, 4 and 5 mg L"), hydrogen peroxide (90, 180,
200, 250, 300 and 350 mg.L ') and salinities (0, 5 and 10 mg L™"). The 100% effective treatments
occurred at concentrations of 600 and 700 mg L' of L. origanoides (1 min) and 350 mg L' (3
min) of hydrogen peroxide. This study showed differences in the dose-response of the products
tested for Neobenedenia parasite of the mullet and in vivo studies with the concentrations must
be carried out.

Keywords: Marine fish farming, herbal medicine, treatment, Monogenea
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2.1.1 Introducao

A tainha (Mugil liza) (Valenciennes, 1836), pertence a familia Mugilidae, ordem
Perciformes e classe Actinopterygii e € encontrada desde o Caribe até¢ a Argentina (Durand et
al., 2012; Lemos et al., 2014; Menezes, 2010). Os adultos habitam 4guas marinhas e lagoas de
agua salobra, ocasionalmente podem ser encontrados em ambientes de dgua doce, porém ndo
nas partes altas dos rios (Crosetti et al., 2015), sendo considerados catddromos (Fischer et al.,
2011). Alguns estudos apontam que a tainha possui caracteristicas favoraveis para a
piscicultura por ser eurialina e euritérmica, tolerando altas variagdes na salinidade e
temperatura, além de possuir habito alimentar planctofago quando juvenil e ilibfago quando
adulto, o que favorece a adaptagdo dos peixes a uma dieta inerte e possui ciclo reprodutivo
dominado (Carvalho et al., 2019; Cerqueira et al., 2017; Miranda filho et al., 2010).

No entanto, as praticas intensivas e semi-intensivas de producdo aquicola vém causando
aumento na incidéncia de doengas, resultando na perda parcial ou total da produgdo de peixes
(Bondad-Reantaso et al., 2005). Muitos fatores, incluindo superpopulagdo, manejo inadequado,
ma qualidade da agua e nutricdo inadequada sdo responsaveis por criar um estado de estresse
que leva a imunossupressao em peixes €, assim, aumentam a susceptibilidade a doengas
(Cabello, 2006; Reverter et al., 2014). Entre os agentes causadores de doengas em peixes
podemos destacar os ectoparasitos da classe Monogenea que em grande numero, causam varias
alteragdes epiteliais e hematologicas nos hospedeiros (Aragjo et al., 2009; Tavares-dias et al.,
2008), predispondo o hospedeiro a infeccdes secundarias e muitas vezes levando a uma
mortalidade elevada dentro de um lote (Huang et al., 2013; K. Ogawa, 2015). Na América do
Sul, os Monogenea de peixes marinhos sdo representados por 244 espécies pertencentes a 32
familias (Kohn et al., 2016). No Brasil, foram registradas para Mugil liza no litoral sul do Rio
Grande do Sul a espécie Ligophorus uruguayense (Siquier & Nuiez, 2009) e Solostamenides
platyorchis (Pahor-Filho et al., 2012), encontradas nas branquias. No entanto, o Monogenea
Neobenedenia pacifica foi registrado para Mugilideos em La Paz, Baixa California, México
(Bravo-hollis, 1971). O género Neobenedenia, pertencente a familia Capsalidae, ¢ um
ectoparasito de peixes marinhos frequentemente encontrado nos cultivos (Whittington, 2004).
Esse género compreende espécies de baixa especificidade de hospedeiro, ciclo de vida direto,
alta fecundidade e ovos ambientalmente resistentes (Bullard et al., 2000; Hoai & Hutson, 2007,
Militz et al., 2013; Kazuo Ogawa et al., 2006; Whittington, 2004). Estes parasitos ja foram
observados em superficies externas do hospedeiro, incluindo narinas, olhos, cavidade bucal e
nadadeiras (Hirazawa et al., 2010; Kazuo Ogawa et al., 2006; Trujillo-Gonzalez et al., 2015;
Whittington & Horton, 1996).
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Dentre as medidas terapéuticas citadas na literatura para o controle de Monogenea esta
o0 uso de quimioterapicos, dentre os quais destacam-se a formalina (Pahor-Filho et al., 2012),
permanganato de potassio (Umeda et al., 2006), praziquantel (Forwood et al., 2013; Sitja-
Bobadilla et al., 2006) e peroxido de hidrogénio (Benavides-Gonzalez et al., 2015; Bowker et
al., 2012; Hirazawa et al., 2016). No entanto, esses produtos nem sempre sao eficazes a todos
os patogenos, além de apresentarem riscos de contaminagdo ao meio ambiente, assim como
alta toxicidade aos peixes e seres humanos (Cruz et al., 2004). Os fitoterapicos estao entre os
produtos mais promissores, pois atingem somente a espécie alvo e sdo biodegradaveis,
causando menos danos ao meio ambiente, podendo ser alternativas mais vidveis (Chagas,
2004).

Dentre os fitoterapicos utilizados no controle de parasitose, os 6leos essenciais t€ém
ganhado destaque, sdo misturas complexas de numerosos compostos obtidos das plantas,
possuem uma composi¢do bastante diversificada, especialmente por compostos quimicos
terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropandides (Calsamiglia et al., 2007). A
utilizagdo de fitoterdpicos para o tratamento e controle de enfermidades em peixes ja foi testada
in vitro e in vivo para diferentes espécies (Tavares-Dias, 2018). Dos que ja foram testados como
antiparasitarios em peixes temos: Lippia origanoides (Soares et al., 2017); L. sidoides
(Hashimoto et al., 2016), L. alba (Soares et al., 2016) e a Mentha piperita (Hashimoto et al.,
2016; Malheiros et al., 2016).

Os testes in vitro compdem uma etapa preliminar de um procedimento terapéutico,
contribuindo para melhor resposta nos testes de eficacia em hospedeiros (Cruz et al., 2005;
Forwood et al., 2014; Park et al., 2014) e apresentam rapidez de execu¢do e baixo custo,
podendo ser utilizados na triagem de 6leos essenciais € seus compostos bioativos (Githiori et
al., 2006). Isso garante maior margem de seguranga para o uso do produto, pois, muitas vezes,
a dosagem terapéutica para o organismo alvo (patégeno) pode ser proxima a dosagem letal para
o organismo nado alvo (peixe) (Cruz et al., 2005; Tarkhani et al., 2012). No entanto, para
quimioterapicos, sdo poucos os trabalhos na literatura que descrevem a realizag@o dos testes in
vitro antes dos testes in vivo, ao contrario daqueles com fitoterapicos (Costa et al., 2020).

Diante disso, o objetivo deste estudo foi encontrar a concentracdo ideal de 6leos
essenciais de Lippia e quimioterapicos de uso convencional, para que os parasitos tenham
imobilizacao total, no menor tempo possivel. Além disso, esses dados irdo contribuir para

futuros trabalhos para o controle e tratamento in vivo do Neobenedenia sp. em M. liza.
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2.1.2 Material e Métodos

2.1.2.1 Material Biologico

Os parasitos foram obtidos de 15 reprodutores de tainhas F1 com peso médio de 900,4
g (£ 96,99 g) e comprimento médio de 45,67 cm (= 1,50 cm). Os peixes foram criados no
Laboratorio de Piscicultura Marinha, da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis
(27° S), Brasil. Os individuos foram obtidos de desova unica seguindo os procedimentos de
indu¢do a desova e larvicultura descritos por Cerqueira et al. (2017) e Carvalho et al. (2019).
Os juvenis foram mantidos com biomassa méaxima de 3 kg/m* em tanques outdoor de 10 m?,
com renovagdo continua de dgua ocednica (250%) e aeragdo constante com mangueira
microporosa nas terminacdes (Magnotti & Cipriano, 2020). Os peixes durante todo o periodo
foram alimentados quatro vezes ao dia até a saciedade aparente (Calixto da Silva et al., 2020),
com ragdo comercial 1,3 a 1,5 mm (45% proteina bruta, 9,0% extrato etéreo) até atingirem 100
g, e posteriormente 2,5 mm (45% proteina bruta, 8,0% extrato etéreo).

Os peixes apresentavam manchas brancas na superficie do corpo, principalmente
préximo a nadadeira dorsal. No momento da coleta dos parasitos, foi possivel observar que
alguns animais com infestagdes de Monogenea apresentavam hemorragias nas laterais do corpo
e regido abdominal. Os peixes foram amostrados aleatoriamente (2 individuos por coleta) e
eutanasiados por sec¢do medular para coleta dos parasitos por meio de raspagem do tegumento.
A confirmagdo da presenca dos parasitos foi feita com auxilio de uma lupa (aumento de 0.8x,
Leica EZ4HD), mesmo sendo possivel observacao a olho nu. Durante o experimento foram
monitorados os parametros de qualidade de dgua do tanque de manutencao dos reprodutores
pH: 7,22 + 0,16 (pH10A, Ysi-EcoSense, CN), oxigénio dissolvido: 6,9 + 0,58 mgL! e
temperatura: 24° C +£ 0,45 (YSI 55, Yellow Spings, OH, USA) valores de acordo com o conforto
da espécie (Cerqueira et al., 2017).

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissio de Etica no

Uso de Animais (CEUA/UFSC/n° 1139170919).

2.1.2.2 Composigdo quimica dos oleos essenciais

Os 6leos essenciais foram obtidos a partir das folhas das plantas cultivadas e processadas
no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), Manaus-AM, Brasil. Apds coleta das folhas pela manha, elas

foram secas em estufa de circulag@o continua a 45 °C por 48 h e a extracdo dos 6leos essenciais
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foi realizada por processo de hidro destilagdo em aparelho tipo Clevenger (Matos, 1996;
Silveira et al., 2012).

A composic¢ao quimica dos oleos L. alba, L. origanoides ¢ L. sidoides e M. piperita foi
determinada pelo método de cromatografia gasosa com equipamentos Agilent 6890 e detector
de massas seletivo Agilent 5973N. A separagdo dos componentes foi realizada em uma coluna
capilar HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com temperatura de 60 °C a 240 °C e variagdo
de 3°C m™'. O volume de 1,0 microlitro de uma solugdo contendo 1% de cada 6leo foi injetado
no divisor de fluxo na propor¢do de 1: 100 e mantido a 250 °C. A quantificacdo relativa (%)
dos componentes dos 6leos foi realizada no cromatografo a gas Agilent 6890N, equipado com
um detector de ionizagdo de chama, mantido a 280 ° C, e por uma coluna capilar HP5 (30 m x
0,32 mm x 0,25 um) com o uso de hidrogénio (1,5 mL min!) como gis carreador. A
identificacao dos constituintes de cada 6leo foi realizada comparando os espectros de massa
obtidos pela biblioteca de espectros da 6* edicdo de Wiley e comparando o indice de retengdo
calculado de cada componente com os dados da literatura. O célculo do indice foi realizado
pela injecdo de uma série de n-alcanos nas mesmas condi¢gdes analiticas utilizadas para os

demais 6leos (Adams, 2007).

2.1.2.3 Teste in vitro dos dleos essenciais e quimioterapicos

Foi realizado um pré-teste dos 6leos essenciais nas concentracdes de 20, 40, 60 e 80 mg
L ! para determinar a eficdcia contra parasitos Monogenea, com base em estudos semelhantes
na literatura para espécies dulcicolas (Malheiros et al., 2016; Soares et al., 2016). Nestas
concentragdes nao foi possivel determinar a eficacia dos dleos, pois os parasitos ndo morreram
ao ficarem mais de 8 h expostos. Dessa forma, as concentragdes experimentais foram
estabelecidas acima de 80 mg L.

Quanto aos fitoterapicos, os 6leos essenciais foram diluidos em alcool de cereais a uma
solugdo estoque de 10% e em seguida foram preparadas as seguintes concentragdes e
tratamentos: controle com agua do tanque de manuten¢do dos peixes (35 de salinidade),
controle com alcool de cereais, e os 6leos de Lippia alba, L. origanoides, L. sidoides ¢ Mentha
piperita com 100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 mg L™ .

Para o tratamento com quimioterapicos, o formol foi diluido com 4gua do tanque de
manuten¢do dos peixes (35 de salinidade) para obter uma solugdo estoque de 10% semelhante
aos fitoterapicos. O formol utilizado possuia concentracdo de 37%, pois ¢ o mais comum
encontrado no mercado e considerou-se como um produto de concentracdo a 100%. Em

seguida, foram preparadas as seguintes concentracdes € tratamentos: controle com agua do
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tanque de manutencio e formol (100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 mg L!). O permanganato
de potassio foi diluido com agua de manutencdo do tanque) para obter uma solugao estoque de
4% e em seguida foram preparadas as seguintes concentragdes e tratamentos: controle com dgua
do tanque de manutencdo e permanganato de potassio (1,5, 2,5, 3,5, 4 ¢ 5 mg L). O peroxido
de hidrogénio 37% foi diluido com dgua de manuten¢do do tanque e preparado nas seguintes
concentragdes e tratamentos: Controle com agua do tanque de manutengdo e peroxido de
hidrogénio (90, 180, 200, 250, 300 e 350 mg L!). O tratamento com salinidade foi realizado
apo6s diluicdo da agua do tanque de manutencao dos peixes em agua doce da rede publica
declorificada. Em seguida, foram preparadas as seguintes concentragdes e tratamentos: controle
com 4gua do tanque de manutencio (35 mg L) e salinidades 0, 5 e 10 mg L',

Os tratamentos foram realizados em placa de poliestireno, de seis pogos para cultura de
células e tecidos, fundo chato com superficie lisa e borda elevada (Kasvi, 2006), em triplicata,
contendo 10 parasitos em cada pogo. As placas foram observadas apos 5, 10 e 15 min, e depois
a cada 30 min para quantificacdo de parasitos mortos e observagdes comportamentais, sendo
considerada a morte parasitaria com auséncia de movimento apods estimulo com uma agulha de

insulina (13 mm x 0,25 mm).

2.1.2.4 Identificagdo dos parasitos
Dois peixes foram rapidamente anestesiados em solu¢do de benzocaina (50 mg L) e
eutanasiados por sec¢ao medular para coleta, por meio de raspagem do tegumento. Depois de
retirados, os parasitos foram banhados em dgua a 55 °C e em seguida fixados em formalina a
5%. Os parasitos foram montados em meio Hoyer's, entre 1dmina e laminula, para a observacgao
de estruturas esclerotizadas especificas e identificadas de acordo com Yamaguti (1963) como

sendo Neobenedenia sp.

2.1.2.5 Andalise estatistica
Para determinar a melhor concentracdo de cada fitoterdpico, quimioterapico e
salinidade, a variavel dependente “tempo até a mortalidade total do parasito (min.)” foi
submetida a analise de regressdo linear de primeira ordem. Todas as analises foram feitas no

programa SigmaStat 4.0.
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2.1.3. Resultados

2.1.3.1 Composi¢do quimica dos oleos essenciais

Os resultados da analise da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de L. origanoides,
L. sidoides, L. alba e M. piperita sao mostrados nos Apéndices 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
Para os componentes quimicos de L. origanoides, 100% foram quantificados e 92,90% foram
identificados. Os componentes mais abundantes desse OE foram identificados como carvacrol
(49,7%), timol (9,9%), y-terpineno (11,6%) e linalol (2,8%). Em L. sidoides, 100% foram
quantificados e 99,28% identificados. Os componentes com as maiores porcentagens foram
timol (75,4 %), p-cimeno (7,3 %), (E) -caricofileno (4,3%) e y-terpineno (3 %). Em L. alba,
100% dos componentes foram quantificados e 96,7% dos foram identificados. Os principais
constituintes foram carvona (61,7%), limoneno (17,5%), mirceno (3,5%) e germacreno D
(2,7%). Para M. piperita, 100% dos componentes foram quantificados e 99,8% foram
identificados. Os principais componentes foram mentol (30,5%), acetato de mentila (14,5%),

pulegona (14,2%) e mentona (12,9%).

2.1.3.2 Teste in vitro dos oleos essenciais

Com a utilizagcdo dos 6leos essenciais os melhores resultados, com eliminagao de todos
0s Neobenedenia sp. no menor intervalo de tempo, foram obtidos com L. origanoides, L.
sidoides ¢ M. piperita. Os tratamentos com o 6leo de L. alba foram de baixa eficicia, sem
mortalidade dos parasitos em nenhuma das concentragdes testadas, mesmo submetidos por mais
de oito horas ao produto. Os tratamentos que apresentaram 100% de eficacia em menor tempo
foram nas concentragdes de 600 e 700 mg L' de L. origanoides (1 min), seguido de L. sidoides
700 mg L' (4 min) e M. piperita 700 mg L' (9 min). Os parasitos tratados com L. origanoides
apresentaram os menores tempos de mortalidade. Na concentragio de 200 mg L', foi possivel
observar a mortalidade total dos parasitos em menos de 30 min de exposic¢do ao produto (Figura
3A). Ao entrar em contato com o 6leo, os parasitos apresentaram imobilizagao total com 1 min
de exposicdo nas concentragdes maiores, sem responder a nenhum estimulo por pelo menos 60
min de monitoramento, quando estimulados com agulha. Os parasitos se desprendiam da placa,
contraiam o corpo de forma a ficarem enrolados ou em forma de concha, adquiriam coloracdo
esbranquicada e apds 20 min de monitoramento alguns individuos voltavam a forma relaxada,

apds a morte.
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O ¢leo essencial de L. sidoides foi o segundo tratamento mais eficaz, no entanto, na
concentragdo de 200 mg L' o tempo necessério (> 40 min) foi superior aos demais tratamentos
(Figura 3B). Quando em contato com o 6leo, os parasitos apresentaram imobilizagao total com
4 min na maior concentragdo, sem responder a estimulos por aproximadamente 60 min de
monitoramento. Além disso, foi possivel observar que apds a mortalidade, os individuos
apresentaram comportamento semelhante ao tratamento anterior.

O o6leo de M. piperita foi o terceiro mais eficaz. Houve pouca variagao no tempo de
eficacia do produto, com 27 min nas concentragdes de 300 mg L' e 9 min nas concentracdes
700 mg L' (Figura 3C). Os parasitos nio responderam a nenhum estimulo com agulha por
aproximadamente 60 min de monitoramento, apos imobilizagdo. Além disso, foi possivel
observar que os individuos apresentaram contragdo ¢ redug¢do dos movimentos nas maiores
concentracoes, voltando ao estado relaxado com 30 min de monitoramento.

Os tratamentos com L. alba apresentaram os piores resultados, ndo sendo observada
mortalidade dos parasitos em nenhuma das concentracdes testadas. Os parasitos ndo se
desprendiam da placa e sua imobilizagao foi parcial, pois respondiam ao estimulo com agulha.
Da mesma forma, a concentracdo de 100 mg L! dos demais 6leos de 200 mg L' de M. piperita
ndo causaram mortalidade dos Monogenea. Mesmo com tempo de exposi¢do superior a oito

horas, foi observado que todos os individuos continuaram vivos.
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Figura 3. Tempo de mortalidade total de Neobenedenia sp. de acordo com as concentragdes de
Lippia origanoides (3A), Lippia sidoides (3B) e Mentha piperita (3C), no teste in vitro. Os resultados
estdo expressos em regressdo linear, utilizando a média de 3 repeticdes (n = 10 Neobenedenia sp. por

réplica) O tratamento com dlcool de cereais, até na concentragdo de 700 mg L', ndo causou
mortalidade dos Monogenea durante oito horas de exposicao testado.
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2.1.3.3 Teste in vitro com formol, peroxido de hidrogénio, permanganato de potassio e cloreto
de sodio

Os melhores resultados foram obtidos nas maiores concentragdoes dos tratamentos com
quimioterapicos, exceto a salinidade que apresentou o melhor resultado com 0 mg L' (4gua
doce).

O perodxido de hidrogénio na concentragdo de 350 mg L™ (3 min) foi o mais eficaz contra
os parasitos, seguido do permanganato de potassio a 5 mg L' (7 min), da salinidade a 0 mg L
(16 min) e formol a 700 mg L' (20 min).

O permanganato de potéassio, com exce¢do da menor concentragdo, obteve resultados
semelhantes ao peroxido de hidrogénio com mortalidade de todos os parasitos em 7 min na
maior concentracdo (Fig 4A e 4B). Apds imobilizagdo, os parasitos ndo responderam a
estimulos com agulha por aproximadamente 60 min de monitoramento. Além disso, se
desprendiam da placa, apresentavam contragdo lenta e, na medida que se aumentou a
concentragdo, absorviam o produto e modificavam sua coloragdo. Outro efeito desse produto
no parasito foi a fragilidade em que este se encontrava apds a morte, pois quando tocado pela
agulha o parasito facilmente se quebrava.

O peroxido de hidrogénio foi eficaz em todas as concentragdes. Quando em contato com
o produto os parasitos apresentaram imobiliza¢do total com 3 min na maior concentragdo de
350 mg L!, e apresentaram comportamento semelhante ao tratamento anterior, com exce¢io
do corpo enrugado.

A mortalidade total em 4gua doce (0 mg L) ocorreu em 16 min ap6s a exposicio. Os
parasitos se desprendiam da placa, apresentavam contracao rapida e mudavam da coloragdo
caracteristica para esbranquicada. O tratamento com 35 mg L', 4gua do tanque de manuteng3o,
foi considerado como controle negativo do experimento. Nessa concentra¢do, os parasitos
sobreviveram por mais de 480 min (Fig. 4C).

O formol foi o quimioterapico que apresentou os maiores tempos para a mortalidade dos
parasitos. O menor tempo ocorreu no tratamento de 700 mg L™! (20 min). Concentragdes abaixo
de 600 mg L' apresentaram tempos superiores a 40 min para a mortalidade total. Quando em
contato com 0 quimico os parasitos apresentaram contragdes lentas, coloracao esbranquicada e

relaxamento 30 min apds a morte (Fig. 4D).
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Figura 4. Tempo de mortalidade total de Neobenedenia sp. de acordo com as concentragdes de
Peroxido de Hidrogénio (4A), Permanganato de potassio (4B), Salinidade (4C) e Formol (4D), no teste
in vitro. Os resultados s@o expressos em regressdo linear, utilizando a média e desvio padrao de 3
repetigoes (n = 10 Neobenedenia sp. por réplica).
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2.1.4. Discussao

2.1.4.1 Teste in vitro com oleos essenciais

A andlise bioquimica dos OE utilizados neste estudo indicou que dois dos principais
constituintes majoritarios para L. origanoides foram carvacrol e timol; L. sidoides timol e p-
cimeno; L. alba carvona e limoneno e M. piperita mentol e acetato de mentila. Resultados
semelhantes aos de L. origanoides foram relatados anteriormente por diversos autores (Morais
et al., 2014; Sarrazin et al., 2015; Teles et al., 2014; Vicuna et al., 2010).

Nos resultados da cromatografia gasosa do 6leo essencial de L. origanoides descritos
por Queiroz et al. (2014), o timol foi o principal agente bacteriano presente na extragdo das
folhas dessa espécie (48,70%). Entretanto, verificou-se também a presenca, em pequena
quantidade do carvacrol (1,14%), cuja atividade antimicrobiana, contra fungos e bactérias foi
constatada por Gomes et al. (2011). O principal constituinte existente na M. piperita é o mentol,
que ¢ um monoterpeno ciclico responsavel por suas propriedades medicinais (Kamatou et al.,

2013), esse componente possui efeito anestésico nos peixes (Hashimoto et al., 2016; Padua et
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al., 2010) e a dose recomendada para esses animais, com respiracao branquial, ¢ de até 60 mg
L' de mentol (Padua et al., 2010).

No ensaio in vitro, o 6leo de L. origanoides foi eficaz contra o Monogenea
Neobenedenia sp. em quase todas as concentragdes testadas. Soares et al. (2017) constatou que
concentragdes de 160 e 320 mg L' tiveram efic4cia contra os Monogeneas de Colossoma
macropomum. Recentemente, demonstrou-se que o OE de L. origanoides, com uma
composi¢ao semelhante a utilizada no presente estudo, obteve concentracao inibitéria minima
e concentragdo bactericida minima de 2.5 mg mL™!' contra Aeromonas hydrophila (Majolo et
al., 2017). Esses autores sugerem que o mecanismo de acdo do 6leo pode estar associado a
ruptura da membrana celular e liberacao subsequente de lipossacarideo, levando a um aumento
na permeabilidade ao trifosfato de adenosina. No presente estudo, os compostos majoritarios
de L. origanoides foram carvacrol e timol, ¢ possivel que eles estejam atuando de forma
sinérgica na parede celular do Monogenea, rompendo as células e interferindo na mobilidade
dos individuos com consequente mortalidade. O carvacrol demonstrou ter a capacidade de
causar ruptura da membrana de A. hydrophila, causando morte bacteriana e reduzindo a
mortalidade do Ictalurus punctatus, no entanto, € possivel que esse composto esteja atuando
em conjunto com outros compostos do 6leo essencial (Sousa et al., 2015; Zheng et al., 2009).
Por outro lado, foi comprovado que alteragdes cuticulares e possivel neurotoxicidade causada
pelo acetato de carvacrila e carvacrol podem interferir na permeabilidade da cuticula e
motilidade, dificultando a manutengdo da homeostase em nematoides Haemonchus contortus
(Andre et al., 2016).

As maiores concentracdes do Oleo essencial de L. sidoides foram eficazes contra o
Monogenea Neobenedenia sp. Hashimoto et al. (2016) relataram que 160 mg L' desse dleo
causou a completa mortalidade em Monogenea de Oreochromis niloticus, em aproximadamente
2 min, enquanto Soares et al. (2017) registrou 100% de atividade anti-helmintica apds 10 min
na concentragio 320 mg L' contra Monogenea de C. macropomum. O principal constituinte de
L. sidoides no presente estudo foi o timol, compreendendo 75,4% da composicio. E provavel
que esse composto esteja atuando na permeabilidade das células do Monogenea e interferindo
na transferéncia de anions ou cations. A agdo do timol e do carvacrol sobre protozoarios pode
estar relacionada a inibi¢do da sintese do ergosterol, causando um aumento na permeabilidade
celular e a perda de cations tais como K" (Escobar et al., 2010; Morais et al., 2014). Outros
estudos demonstraram que a toxicidade do timol e carvacrol estdo relacionados com os efeitos
deletérios destes monoterpenos sobre as células, uma vez que causam desorganizacdo na

membrana celular (Medeiros et al., 2011). Enquanto, os 6leos essenciais de Thymus vulgaris,
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também ricos em timol e carvacrol, ocasionaram danos a cuticula e aparelho digestivo das
larvas de Anisakis (Giarratana et al., 2014).

A M. piperita teve como compostos majoritarios o mentol € o acetato de mentila. As
maiores concentragdes desse oleo foram eficazes contra o Monogenea Neobenedenia sp.
Hashimoto et al. (2016) registraram 100% de eficacia da M. piperita na concentracdo de 320
mg L para Monogena de Oreochromis niloticus. Hirazawa et al. (2000) também constataram
a eficacia in vitro da M. piperita contra o Monogenea Hetebothrium okamotoi e observou que
0s parasitos apresentaram rapida contracao do haptor e corpo nas maiores concentragdes quando
comparados com os tratamentos quimioterapicos. Por outro lado, Militz et al. (2013)
demonstraram que quantidades minimas de Allium sativum (<16 pL L) permitiram reducdes
significativas no sucesso de incubacdo de ovos (5% de sucesso), reduziram drasticamente a
sobrevivéncia de oncomiracidios (100% de mortalidade em 2 h) e o sucesso de infeccao (11%
de sucesso) de Neobenedenia sp. em Lates calcarifer. Lei et al. (2010), buscaram identificar os
efeitos anti-helmintico de monoterpenos em Caenorhabditis elegans € determinaram que esses
compostos agem sobre receptores de tiramina, inibindo a motilidade e o bombeamento da
faringe do helminto. Sdo escassos os estudos com a descri¢ao da acdo do mentol e do acetato
de mentila como anti-helmintico de Monogenea. O que se encontra sdo estudos demonstrando
que o Mentol funciona como anestésico para algumas espécies de peixes (Spanghero et al.,
2019), pois atua no sistema GABAA, neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central
(Zhang et al., 2008). A estimulacio do GABAa por drogas agonistas promove a
hiperpolarizagdo da membrana celular, causando depressao do sistema nervoso e consequente
anestesia ao organismo (Guénette et al., 2007). No presente estudo, € possivel que o mentol
esteja atuando como anestésico, inibindo seus movimentos e causando morte por anestesia
profunda.

O dleo de L. alba nao apresentou eficicia na atividade anti-helmintica contra o
Monogenea, em nenhuma das concentragdes testadas. Entretanto, Soares et al. (2016) registrou
100% de eficacia in vitro em todas as concentragdes desse OE contra as espécies de Monogenea
das branquias de tambaqui Colossoma macropomum e os melhores resultados foram
observados nas concentragdes de 1.289 e 2.560 mg L.

Apesar das plantas medicinais ou seus constituintes bioquimicos majoritarios isolados
terem a vantagem da baixa toxicidade quando comparados aos produtos quimioterdpicos
(Huang et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zheng et al., 2009), elevadas concentragdes obtidas nos
ensaios in vitro nem sempre podem ser utilizadas no controle e tratamento contra parasitos em

peixes, devido a toxicidade do produto (Hashimoto et al., 2016; Ji et al., 2012).
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A acdo de fitoterdpicos como antiparasitirio pode reduzir a utilizacdo de
quimioterapicos, proporcionando maior sustentabilidade a producdo de peixes e reduzir os
riscos ambientais no tratamento dos parasitas (Huang et al., 2013). Diante disso, o presente
estudo mostrou diferencas na dose-resposta dos OE para Neobenedenia encontrado na tainha
(Mugil liza). No entanto, essas concentracdes precisam ser testadas in vivo, para que o produto
seja utilizado de forma segura e eficiente contra Monogenea na piscicultura, em especial, a

Marinha.

2.1.4.2 Teste in vitro com formol, peroxido de hidrogénio, permanganato de potassio e cloreto
de sodio
Em relagdo a testes com quimioterapicos Sitja-Bobadilla et al (2006) utilizou peroxido
de hidrogénio como antiparasitario para o Monogenea Sparicotyle chrysophrii de Sparus aurata
L. e observou que a concentragdo de 200 ppm foi eficaz contra os parasitos adultos em 30 min
de exposicao. Hirazawa et al. (2016) relatou que concentragdes de 75 ppm de perdxido de
hidrogénio por 30 min ou 60 min foi suficiente para obter a mortalidade de Benedenia seriolae,
Neobenedenia girellae ¢ Zeuxapta japonica, parasitos de Seriola dumerili, em teste in vitro. Os
efeitos desse composto estdo relacionados ao estresse oxidativo que ao entrar em contato com
0 organismo pode causar ruptura da membrana celular e consequente morte do parasito. De
acordo com Betteridge (2000), o peroxido de hidrogénio ¢ capaz de difundir-se rapidamente
através das membranas celulares e, na presenca de ions de metais de transi¢do, podem ser
convertidos em radicais hidroxila através da rea¢ao de Fenton. O radical hidroxila causa danos
ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios € membranas celulares do ntcleo e mitocondrial e no
DNA ele ataca tanto as bases nitrogenadas quanto a desoxirribose (Barreiros & David, 2006).
Em relagdo ao permanganato de potdssio Campos et al. (2014) observaram que
independente da concentracdo utilizada, esse composto eliminou do protozoario ciliado
Epistylis sp. parasito de cachara Pseudoplatystoma reticulatum, e a prevaléncia foi
significativamente menor no tratamento de 2,5 mg L'. Umeda et al. (2006) relatou que as
concentragdes de 2, 5, 10 e 20 mg L' de permanganato afetou mais de 75% de oncomiracidio
Pseudodactylogyrus anguillae e P. bini, com redugdo gradativa dos movimentos e morte apos
5 h de exposi¢ao do produto. No entanto, dependendo da concentragdo, o permanganato de
potassio pode ser toxico e causar diversos efeitos negativos ao organismo, como lesdes e
necrose nos tecidos e branquias em algumas espécies de peixes (Intorre et al., 2007). No
presente estudo, a provavel causa da morte do Monogenea pode ter sido o efeito toxico e

corrosivo do produto, uma vez que, o parasito o absorveu rapidamente, com a mudanca de
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coloracdo para roxo azulado, a medida que a concentragdo aumentou, além de apresentar
fragmentacdo ao ser estimulado com agulha.

De forma semelhante Tancredo et al. (2019) testou seis concentragdes in vitro de
formalina 37% contra Dactylogyrus minutus Monogenea de Cyprinus carpio e a concentragao
de 200 mg L™ foi a mais eficaz, matando todos os parasitas em 16 minutos. Andrade-Porto et
al. (2017) registrou a sensibilidade a formalina in vitro para o Monogenea Dawestrema
cicloancistrum parasito de Arapaima gigas e os resultados apresentaram 100% de sensibilidade
quando exposto a concentragdes acima de 660 mg L. O formol devido a sua solubilidade em
agua, ¢ rapidamente absorvida no trato gastrointestinal e rapidamente metabolizado pelos
animais (INCA, 2019), por esse motivo a intoxicacdo pode ter sido a causa mais provavel da
morte dos parasitos. Além disso, em solugdes aquosas, o formaldeido forma o hidrato de etileno,
um metileno glicol (Singer, 1962), que em contato com o parasito pode estar ocasionando rapida
desidratagdo das células levando o parasita a morte.

A agua doce ¢ recomendada para tratamento terapéutico de espécies de peixes
marinhos cultivados, geralmente quando estes estdo infestados por parasitos do grupo
Monogenea (Sanches & Vianna, 2007). Esse tratamento tem vantagens principalmente para
espécies que suportam grandes variagdes de salinidade, e de acordo Vieira & Scalabrin (1991)
a tainha, M. liza tem boa resisténcia as variagdes de temperatura e principalmente salinidade,
possibilitando a utilizagdo de banhos de agua doce nessa espécie cultivas em agua marinha.
Sanches (2008) registrou que banho em 4gua doce por 10 minutos ¢ eficiente para desprender
os parasitos Nebenedenia melleni da garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus. Enquanto
Jithendran et al. (2005) tiveram sucesso na eliminagdo de Neobenedenia melleni em garoupa
Epinephelus tauvina empregando banhos em agua doce com duracdao de 15 min. O trabalho
osmotico necessario para manter a concentragdo osmotica corresponde a reposicao de ions para
compensar a perda difusiva e a eliminagdo do excesso de 4gua adquirido por osmose (Marshall
& Grosell, 2006). A mortalidade do parasito Neobenedenia sp. em agua doce pode estar
associada a dificuldade do equilibrio osmoético desse individuo, uma vez que, a mudanca

drastica no ambiente pode ter dificultado a realizacdo de suas trocas em tempo habil.

2.1.5. Conclusao

Com excecao do 6leo essencial de Lippia alba, todos os demais 6leos, quimioterapicos
e o tratamento com agua doce causaram a mortalidade in vitro de Neobenedenia sp. Dentre os
fitoterapicos, a Lippia origanoides se destacou com o melhor resultado, sendo mais eficiente

contra 0 Monogenea na concentra¢gdo 600 mg L. Entre os quimioterapicos o peréxido de
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hidrogénio apresentou maior eficiéncia contra o parasito na concentragdo 350 mg L. Além
disso, a agua doce também pode ser utilizada como um antiparasitario eficaz contra os

Monogenea da tainha Mugil liza.
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Resumo

Os o6leos essenciais t€ém ganhado destaque dentre os fitoterapicos aprovados e utilizados no
controle de enfermidades em peixes in vivo. As pesquisas estdo sendo realizadas também como
aditivos alimentares, apresentando pontos positivos por conter grande variedade de nutrientes
e compostos quimicos terapéuticos. O objetivo deste estudo foi utilizar uma ragao suplementada
com Oleo essencial de Lippia origanoides, como antiparasitario de Neobenedenia sp. presentes
nos juvenis de tainha Mugil liza. Foram realizados 4 tratamentos e um controle (em triplicata)
com densidade de 10 peixes por tanque e alimentados com ragao suplementada nas seguintes
concentragdes: 0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0%. Os peixes utilizados foram obtidos de reproducao
artificial em laboratorio. Os juvenis de tainha foram alimentados quatro vezes ao dia por 62
dias. Ao final do experimento foram realizadas a biometria de todos os peixes, coleta dos
parasitos e coleta de sangue, para posterior analise. Os maiores valores de abundancia e
intensidade média de parasitismo foram registrados no tratamento controle, sem adi¢do de 6leo.
As concentracdes de 1,0 e 1,5% tiveram um tUnico individuo que ndo apresentou parasitos em
sua superficie corporal. As concentragdes testadas do 6leo de L. origanoides suplementado na
racdo para juvenis de tainha Mugil liza ndo foram eficazes na eliminagdo do monogenoide
Neobenedenia sp. Portanto, ndo recomendamos a utilizagdo desse tratamento.

Palavras-chave: Oleo essencial, monogenea, parasitologia, mugilidae

Summary

Essential oils have gained prominence among the herbal medicines approved and used to
control fish diseases in in vivo tests. Research is also being carried out using them as food
additives, showing positive points because they contain a wide variety of nutrients and chemical
compounds. The aim of this study was to use a diet supplemented with Lippia origanoides
essential oil as an antiparasitic against Neobenedenia sp. Four treatments and one control (in
triplicate) were carried out with a density of 10 mullet juveniles per tank and fed a diet with the
following concentrations: 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%. The fish used in the experiment were
obtained through artificial reproduction in laboratory. They were fed four times a day for 62
days. At the end of the experiment, all the fish were measured, parasites were collected, and
blood was sampled for further analysis. The parasitological indices of M. liza fed diets with
essential oil were similar to the non-supplemented animals. The highest values of abundance
and average intensity were in the control. The 1.0 and 1.5% treatments had a single specimen
that did not present parasites on its body surface. The tested concentrations of L. origanoides
supplemented in the diet of Mugil liza mullet juveniles were not effective in eliminating the
monogenoid Neobenedenia sp.

Keywords: Essential oil, monogenea, parasitology, mugilidae
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2.2.1 Introducio

Os 6leos essenciais tém ganhado destaque dentre os fitoterapicos aprovados e utilizados
no controle de parasitos. Eles sdo misturas complexas de numerosos compostos obtidos das
plantas, possuem compostos volateis, especialmente por compostos quimicos terpendides
(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanodides (CALSAMIGLIA et al., 2007), geralmente
exercendo funcdo de defesa nas plantas, frente as agressdes externas (BRISKIN, 2000). Apesar
de serem permitidos na prevengao e tratamento de enfermidades dos organismos aquaticos
(BRASIL, 2011), seu uso necessita de estudos que comprovem sua eficacia na aquicultura, bem
como o estabelecimento de protocolos terapéuticos para o tratamento das enfermidades
(SOARES et al., 2016).

A utilizacdo de fitoterapicos para o tratamento e controle de enfermidades em peixes ja
foi testada in vitro e in vivo em diversas espécies (TAVARES-DIAS, 2018). Para peixes ja
foram relatados beneficios e atividade bioldgica relacionada ao uso de plantas medicinais,
resultando na promog¢do do crescimento, estimulagdo do apetite, estimulagdo imunologica,
antimicrobiana e antiestresse (CHAKRABORTY et al., 2011; CITARASU, 2010). O uso
desses produtos na dieta geralmente busca avaliar a resposta imune inata dos peixes, analisando
os parametros nao especificos (humorais e celulares) e hematoimunes e, portanto, a capacidade
em conferir prote¢do imune inespecifica contra determinados patogenos (VALLEJOS-VIDAL
et al, 2016).

Dentre os fitoterapicos que estdo sendo testados em peixes, podemos destacar os que
sao produzidos a partir de plantas do género Lippia, que pertencem a familia Verbenaceae, com
aproximadamente 200 espécies, entre elas ervas, arbustos e pequenas arvores (PASCUAL et
al., 2001). Esse grupo vem sendo explorado em diversas areas na medicina veterinaria,
microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido ao seu uso potencial e facilidade
de producdo agrondmica em larga escala (SOARES e TAVARES-DIAS, 2013). Em peixes, o
oleo essencial de Lippia alba foi usado contra ectoparasitos monogenoide de Colossoma
macropomum (SOARES et al., 2016) e Lippia sidoides contra monogenoide de O, niloticus
(HASHIMOTO et al., 2016), com resultados antiparasitarios promissores.

Mugil liza Valenciennes, 1836, conhecida popularmente no Brasil como tainha, pertence
a classe Actinopterygii da ordem Perciformes e familia Mugilidae. E encontrada desde o Caribe
até a Argentina (MENEZES et al., 2015; DURAND et al., 2012; LEMOS, 2014). Apresentam
caracteristicas comportamentais, fisioldgicas e morfoldgicas muito similares a outras espécies
do género (DURAND et al., 2012; SICCHA et al., 2014; MENEZES et al., 2015). A espécie

apresenta caracteristicas importantes para a piscicultura, como grande tolerancia a diferentes
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salinidades e temperaturas e boa aceitagdo de fontes alimentares inertes (NETO e SPACH,
1998; SAMPAIO et al.,, 2002; CERQUEIRA et al., 2017). Estudos com utilizagdo de
fitoterapicos para mugilideos sdo inexistentes, no entanto, ja foram realizados alguns trabalhos
com O6leos essenciais na piscicultura marinha como potencial anestésico para peixes marinhos
(BARATA et al., 2016; CARDENAS et al., 2016; MYLONAS et al., 2005). Este trabalho é o
primeiro relato da utilizagdo de um 6leo essencial como antiparasitario para monogenea em um
mugilideo. Antes da realizacao dessa pesquisa, foi realizado um estudo (Capitulo I) com teste
in vitro de varias concentragdes de d0leos essenciais de Lippia alba, Lippia origanoides, Lippia
sidoides e Mentha piperita, assim como quimioterapicos, com intuido de verificar a melhor
concentragdo e¢ o 6leo mais eficaz no tratamento contra Neobenedenia sp. A L. origanoides
apresentou o melhor resultado e por isso foi utilizada para testes com banhos terapéuticos
(dados nao publicados). No entanto, mesmo a concentragao minima do 6leo, que nao foi eficaz
contra 0 monogenea, mostrou-se toxica aos juvenis de tainha, e por esse motivo a pesquisa
avancou com a proposta de suplementar o 6leo essencial na dieta dos peixes. Diante do exposto,
o0 objetivo da pesquisa foi a suplementagdo do 6leo essencial de L. origanoides na ragdo, em
diferentes concentragdes, para que este atue como um antiparasitario de Neobenedenia sp.

presente nos juvenis de tainha M. liza.

2.2.2. Material e métodos

2.2.2.1 Composigdo quimica dos oleos essenciais

Os 6leos essenciais foram obtidos a partir das folhas das plantas cultivadas e processadas
no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), Manaus-AM, Brasil. Apds coleta das folhas pela manha, elas
foram secas em estufa de circulag@o continua a 45 °C por 48 h e a extracdo dos 6leos essenciais
foi realizada por processo de hidro destilacio em aparelho tipo Clevenger (Matos, 1996;
Silveira et al., 2012).

A composicao quimica dos oleos L. alba, L. origanoides ¢ L. sidoides e M. piperita foi
determinada pelo método de cromatografia gasosa com equipamentos Agilent 6890 e detector
de massas seletivo Agilent 5973N. A separagdo dos componentes foi realizada em uma coluna
capilar HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com temperatura de 60 °C a 240 °C e variagao
de 3 °C m!. O volume de 1,0 microlitro de uma solugio contendo 1% de cada 6leo foi injetado

no divisor de fluxo na propor¢do de 1: 100 e mantido a 250 °C. A quantificacdo relativa (%)
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dos componentes dos o6leos foi realizada no cromatografo a gas Agilent 6890N, equipado com
um detector de ionizagdo de chama, mantido a 280 ° C, e por uma coluna capilar HP5 (30 m x
0,32 mm x 0,25 pm) com o uso de hidrogénio (1,5 mL min™') como gis carreador. A
identificacao dos constituintes de cada 6leo foi realizada comparando os espectros de massa
obtidos pela biblioteca de espectros da 6* edicdo de Wiley e comparando o indice de retengao
calculado de cada componente com os dados da literatura. O célculo do indice foi realizado
pela injecao de uma série de n-alcanos nas mesmas condigdes analiticas utilizadas para os

demais 6leos (Adams, 2007).

2.2.2.2 Preparo das dietas experimentais
O oleo essencial de Lippia origanoides foi utilizado para a elaboracdo das dietas
experimentais e as concentracdes pré-definidas foram adicionadas a uma ra¢do comercial
extrusada (Presence Nutripiscis AL45 2,3 mm 45% PB 8% ET),

O ¢6leo essencial, nas concentracdes 0,5, 1,0, 1,5 ¢ 2,0%, foi diluido em alcool de cereais
na proporcao de 200 g de alcool por quilo de ragdo comercial, e incorporado na ragdo por meio
de aspersdo com pulverizador manual, Em seguida, as dietas passaram por um processo de
secagem de 24 horas em temperatura ambiente e, posteriormente, armazenadas em congelador

até o dia da sua utilizacao (DAIRIKI et al., 2013),

2.2.2.3 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e trés
repeti¢des, um sem suplementagdo e os demais com as concentragdes de 6leo. As unidades
experimentais foram 15 caixas d’agua de 500 L com 10 juvenis de tainha Mugil liza em cada
uma. O sistema no qual os peixes foram mantidos era de fluxo continuo, aeracdo constante e
elevada renovacao de 4gua (200% por dia). O periodo experimental foi de 62 dias, os quais os
juvenis foram alimentados quatro vezes ao dia (8:30, 11:00, 14:00 e 16:00 h) até a saciedade
aparente. Diariamente foram anotados os dados de consumo e de sobrevivéncia, assim como a
retirada de sobras de racdo dos tanques, uma hora apds a ultima alimentagdo. Todos os
procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UFSC/n® 1139170919).
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2.1.2.4 Monitoramento da qualidade da dgua
Os parametros de qualidade da dgua foram monitorados a cada 3 dias permanecendo
em: oxigénio dissolvido 7,43 +0,77 mg L', temperatura 19,16 = 1,75 °C (YSIPro 20),
salinidade 35,12 + 3,03 %o (refratometro) e pH 8,28 £ 0,25 com pHmetro (EcoSense pH 10A).

2.2.2.5 Analise do desempenho zootécnico

Antes das amostragens, os peixes passaram por um periodo de 24 horas de jejum. As
biometrias foram realizadas no inicio e ao final do experimento, para analise dos seguintes
parametros de desempenho zootécnico: Taxa de sobrevivéncia (TS) = 100% x (nimero final de
peixes/numero inicial de peixes); Ganho de peso diario (GPD) = [Peso médio final (g) — Peso
médio inicial (g)] / Peso médio inicial (g) / tempo (em dia) * 100%; Taxa de eficiéncia proteica
(TEP) = Ganho de peso (g) / Proteina bruta ingerida (g); Consumo individual de racdo (CMRI)
= Quantidade de ragdo fornecida (kg)/Numero de peixes; Conversao alimentar aparente (CAA)
= CMRI/ [(Peso médio final(g) — Peso médio inicial(g)]; Taxa de crescimento especifico (TCE)

=100 x (In peso médio final — In peso médio inicial) / tempo.

2.2.2.6 Analise parasitologica

Ao final do experimento, foram coletados aleatoriamente 6 peixes por unidade
experimental e a eutanasia foi realizada por sec¢do medular (CONCEA, 2018). O muco foi
raspado e armazenado em frascos plasticos com agua destilada previamente aquecida (50-60
°C) e adicionada formalina em concentracao final de 5% O conteudo coletado foi analisado
individualmente em placa de Petri com o auxilio de lupa e quando encontrados, os parasitos
foram armazenados em frascos de vidro de 10 mL e fixados em formalina na concentragao de
5%,

Os parasitos foram montados em meio Hoyer's, entre lamina e laminula, para a
observacdo de estruturas esclerotizadas especificas e identificados de acordo com Yamaguti
(1963) como sendo Neobenedenia sp. Foram calculados os indices parasitarios de acordo com
Bush et al, (1997), tais como prevaléncia, intensidade média, abundancia média e dominancia

média relativa.

2.2.2.7 Coleta de sangue e andlise dos parametros hematologicos e glicose
Ao final do experimento, foram coletadas amostras sanguineas de todos os peixes, apos

anestesia com benzocaina, por puncdo dos vasos caudais com o auxilio de agulhas e seringas
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de 3 mL, previamente umedecidas com EDTA (10%). Com auxilio de microscopio Optico
(Leica, ICC50 HD, Alemanha), foi realizada a contagem total de eritrcitos em camara de
Neubauer, com diluicdo de Dacie (nimero de eritrocitos/ul. de sangue). Também foi
determinada a concentracao de hemoglobina [Hb] e o hematocrito (%) de acordo com Ranzani-

Paiva et al (2013) e Glicose (LabTest Ref.:43).

2.2.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise descritiva e aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
a fim de verificar os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancia,
respectivamente. Os valores fora da curva foram substituidos pela média das repeti¢des. Para
as variaveis que atenderam estes pressupostos, aplicou-se o teste F, através da Analise de
Variancia (ANOVA) e quando verificada diferenca entre os tratamentos, aplicou-se analise de
regressdo. Aos dados que ndo atenderam estes pressupostos aplicou-se o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, com o nivel de significancia de 5%. As andlises foram realizadas no

software R utilizando o pacote DescTools.
As andlises foram realizadas no software R utilizando os pacotes ExpDes (variaveis
paramétricas) e DescTools (varidveis ndo paramétricas) e os graficos foram feitos utilizando o

excel.

2.2.3. Resultados

2.2.3.1 Composicao quimica dos dleos essenciais

Os resultados da anélise da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de L. origanoides,
L. sidoides, L. alba e M. piperita sdo mostrados no Apéndice 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Para
os componentes quimicos de L. origanoides, 100% foram quantificados e 92,90% foram
identificados. Os componentes mais abundantes desse OE foram identificados como carvacrol
(49,7%), timol (9,9%), y-terpineno (11,6%) e linalol (2,8%). Em L. sidoides, 100% foram
quantificados e 99,28% identificados. Os componentes com as maiores porcentagens foram
timol (75,4 %), p-cimeno (7,3 %), (E) -caricofileno (4,3%) e y-terpineno (3 %). Em L. alba,
100% dos componentes foram quantificados e 96,7% dos foram identificados. Os principais
constituintes foram carvona (61,7%), limoneno (17,5%), mirceno (3,5%) e germacreno D

(2,7%). Para M. piperita, 100% dos componentes foram quantificados e 99,8% foram
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identificados. Os principais componentes foram mentol (30,5%), acetato de mentila (14,5%),

pulegona (14,2%) e mentona (12,9%).

2.2.3.2 Desempenho zootécnico
Os dados zootécnicos dos juvenis de tainha M. liza ap6s 62 dias de suplementagdo do
Oleo L. origanoides na ragao estao apresentados na Tabela 1. Os dados de ganho de peso diario
(GPD), consumo individual de racdo (CMRI) e conversao alimentar aparente (CAA) tiveram

diferengas significativas (p< 0,05).

Tabela 1. Desempenho zootécnico de juvenis de Mugil liza suplementados com 6leo essencial de
Lippia origanoides nas concentragdes 0; 0,5; 1,0; 1,5 ¢ 2,0% no periodo de 62 dias.

Concentragdes
0 0,5% 1% 1,5% 2%
Peso Inicial (g) 43,61 +1,22 46,04+4,05 4727+1,78 43,000+0,95 45,62 +2,88
Peso Final (g) 51,87+£2,27 50,49+438 49,47+3,775 46,13 +£2,08 48,39+ 6,11
ICP Inicial (cm) 12,82+0,11 13,10+0,50 13,39+0,33 12,962+0,27 13,15+0,47
CP Final (cm) 13,39+0,22 1325+0,41 13,51+0,28 13,413+£0,29 13,36 +0,82
:GPD* 0,30+0,04 0,33+0,13 0,09 + 0,01 0,03 +£ 0,01 0,05 + 0,04
3CMRI* 48,65+6,56 30,39+2.84 2621+4,17 19,68+3,32  20,90+3,11
4CAA* 5,42+5,60 4,40+3,93 9,14 £9,55 18,68 £ 5,09 24,46 £ 1,34
STCE* 0,28+0,03 0,280,111  0,09+0,01 0,03 £0,01 0,02 £ 0,04

ICP comprimento padrio; 2GPD ganho de peso didrio; 3CMRI consumo individual de ragdo; “CCA conversdo
alimentar aparente; *TCE taxa de crescimento especifico.

Valores de p: Peso inicial 0,95; Peso final 0,50; CP inicial 0,44; CP final 0,97, GPD 0,0004*; CMRI 0,00008*;
CCA 0,03*; TCE 0,0003*

Fonte: Elaborado pelo autor

Os graficos de regressdo linear apresentados na Figura 5 mostram a diferenca nas
variaveis de desempenho zootécnico entre os tratamentos. O GPD diminuiu a medida que
aumentou a concentragao do 6leo na racao, da mesma forma ocorreu com o CMRI. Entretanto,
a CAA foi significativamente menor na menor concentracao de oleo essencial de L. origanoides

na ragdo (0.5%), apresentando melhor resultado entre os tratamentos.
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Figura 5. Regressao linear das variaveis de desempenho zootécnico de juvenis de Mugil liza
suplementados com 6leo essencial de Lippia origanoides nas concentragdes 0; 0,5; 1,0; 1,5 € 2,0% no
periodo de 62 dias. Nivel de significancia p< 0,05.
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Fonte: Elaborado pelo autor

2.2.3.3 Variaveis parasitologicas
Nao foram observadas diferencas estatisticas entre indices parasitologicos de M. liza
suplementados com 0,5, 1,0, 1,5, e 2% do 6leo essencial de L. origanoides (Tabela 2). Os
maiores valores de abundancia e intensidade média foram registrados no tratamento controle.
Além disso, com exce¢ao dos tratamentos com as concentragoes 1,0 e 1,5%, os demais tiveram
100% de prevaléncia do parasito Neobenedenia sp. De todas as amostras analisadas, as
concentragoes 1,0 e 1,5% tiveram um tUnico individuo, cada, que ndo apresentou parasitos em

sua superficie corporal.

Tabela 2. Indices parasitologicos de Neobenedenia sp, em juvenis de M. Liza com ra¢do
suplementada com 6leo essencial de L. origanoides,

Concentragoes
0 0,5% 1% 1,5% 2%
N° Parasitos 67,1 £ 66,1 79,1 £34,0 4490+13,91 36,20 14,58 23,91+ 10,76
Abundiancia 85,1 £50,84 81,99 +£28,96 65,12+7,05 36,71 +14,26 49,10+41,73
Prevaléncia 100 + 0,00 100+ 0,00 96,30+ 6,41 96,67 5,77 100 + 0,00

Intensidade média 85,51 £50,84 81,99 +2896 67,72+7,08 37,66+ 13,20 49,10+41,73

Valores de p: Parasitos 0,20; Abundancia 0,24; Prevaléncia 0,51; Intensidade média 0,24.
Fonte: Elaborado pelo autor
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2.2.3.4 Variaveis hematologicas e glicose
Nao foram observadas diferengas estatisticas entre variaveis analisadas (Tabela 3). As
médias de valores entre os tratamentos para o eritrocito e hematocrito e hemoglobina foram
semelhantes. No entanto, a glicose a presentou uma redu¢do na média de valores com o aumento
de concentracdo do 6leo na ragdo, obtendo o menor valor no tratamento com 2% de adi¢ao de

6leo essencial, enquanto o maior valor foi observado no tratamento controle.

Tabela 3. Médias e Desvio Padrao dos parametros hematologicos e glicose de juvenis de tainha M.
liza alimentados com racao suplementada com 6leo essencial de L. origanoides, durante 62 dias de
experimento.

Concentracoes

0 0,5% 1% 1,5% 2%

Glicose (mg/dL) 105,20 41,10 101,10+53,20 54,47+ 15,42 63,10+ 31,4 53,47+ 10,10

1,3x10° + 1,3x10° + 1,3x10° + 1,2x10° + 1,2x10° +

Eritrocitos (ul/L) 3,1x10° 5.2x10° 2.6x10° 1,6x10° 2.1x10°

Hematdcrito (%) 26,18 +£4,88 24,62+ 0,78 23,91+ 0,32 23,40+ 0,32 23,98 £ 0,97
Hemoglobina (g/dL) 7,75 £ 0,02 7,77 £0,43 7,75 +£0,23 7,21 +£0,28 7,283 £0,79

Valores de p: Glicose 0,33; Eritrocito 0,93; Hematocrito 0,45; Hemoglobina 0,37.
Fonte: Elaborado pelo autor

2.2.4. Discussio

2.2.4.1 Desempenho zootécnico

Um estudo realizado por Costa al (2022) com oleo essencial de Lippia grata (=L.
gracilis) como aditivo alimentar de juvenis de tabatinga (Colossoma macropomum x Piaractus
brachypomus) observou-se que os animais do tratamento 0,5 mL kg! ganharam mais peso e
apresentaram maior taxa de crescimento especifico do que aqueles tratados com 1,0 e 2,0 mL
kg!, embora nenhuma concentragio tenha diferido significativamente. Além disso, a taxa de
conversio alimentar foi melhor no tratamento 0,5 mL kg™ do que no tratamento 1,0 mL kg™
Ribeiro et al. (2015) avaliaram o uso do 6leo essencial de Mentha piperita na dieta do tambaqui
por 30 dias e observaram que os parametros de desempenho produtivo de tambaquis ndo foram
influenciados pelos niveis de inclusdo do 6leo na rag¢do, ndo promovendo ganho de peso e nem
crescimento satisfatorio. Em nosso estudo a menor concentragdo do oOleo essencial
suplementado na ragdo (0,5%) apresentou significativamente menor conversdao alimentar

aparente, além de apresentar o maior ganho de peso diario entre os tratamentos. Embora nao
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diferindo estatisticamente na varidvel comprimento e ganho de peso final, o tratamento com

0,5% apresentou o melhor resultado.

2.2.4.2 Variaveis parasitologicas

Uma pesquisa realizada por Brasil et al. (2019) mostrou que indices parasitoldgicos
como prevaléncia, abundancia média, dominancia média e intensidade média dos grupos
identificados ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos com
suplementagdo do 6leo de L. sidoides suplementado na ragdo para carpa Koi (Cyprinus carpio)
para o tratamento de endoparasitos. Entretanto, Oliveira et al. (2020) utilizaram 6leos essenciais
das espécies de L. grata (0,86 g kg-1) e L. origanoides (0,76 g kg!) e obtiveram resultados
promissores quando usados na dieta de C. macropomum para controlar e tratar infeccdes pelo
endoparasito acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae. Tratamentos via ragdo podem
apresentar melhor desempenho quando sdo utilizados contra endoparasitos, pois o o6leo
essencial possui agdo direta contra o parasito. Em nosso estudo, nao foi observado diferencgas
estatisticas nos indices parasitologicos nas diferentes concentragdes do 6leo essencial de L.
origanoides na ragao para o controle e tratamento do ectoparasito Neobenedencia sp. presentes
em juvenis de tainha M. /iza. No entanto, ¢ importante destacar que a via de acesso do 6leo
essencial suplementando na ragdo pode impactar de forma indireta o parasito do peixe, uma vez
que, essa via de acesso tende a modular a resposta imune do hospedeiro criando resisténcia,
quando o tratamento se torna eficaz.

Um estudo realizado com baixas concentragdes do 6leo essencial de L. origanoides (20
mg L por 60 min, e 40 mg L™ por 30 min) por meio de banhos terapéuticos em alevinos de
Colossoma macropomum teve um efeito anestésico nos peixes e as concentragdes testadas nao
foram eficazes contra os parasitas monogenoides (Anacanthorus spathulatus, Notozothecium
Jjanauachensis e Mymarothecium boegeri), ndo sendo recomendado como tratamento contra os
ectoparasitas nessa espécie (SOARES et al. 2017), Bandeira Junior et al. (2019) realizaram um
estudo utilizando o 6leo essencial de Lippia origanoides por meio de banhos terapéuticos em
juvenis de jundia (Rhamdia quelen), com sucesso terapéutico de 58,33% (5,0 uL L),
melhorando a sobrevivéncia dos peixes infectados por Aderomonas hydrophila. Outro estudo
relatou que juvenis de tambaquis (Colossoma macropomum) infectados experimentalmente
com A. hydrophila tiveram alta taxa de sobrevivéncia em relacdo aos demais tratamentos
(79,2%) apds banho terapéutico com 10 mg L™! do 6leo essencial de L. origanoides (OLIVEIRA
et al. 2018). Um estudo realizado com Lippia grata por meio de banhos terapéuticos, indicou

que 700 mg L' é uma solucdo segura e efetiva para tratar C. macropomum infectado com
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monogenoides Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium

boegeri e Linguadactyloides brinkmanni (Barriga et al. 2020).

2.2.4.2 Variaveis hematologicas e glicose

Com relacdo aos parametros hematoldgicos, Oliveira et al. (2020) ndo observaram
nenhuma alteragao significativa nos niveis de Ht, Hb com o uso dos 6leos essenciais das
espécies de L. grata e L. origanoides na dieta Colossoma macropomum, em comparagao com
o tratamento controle, para o tratamento de infecgdes causadas por Neoechinorhynchus
buttnerae. Da mesma forma, os niveis médios de glicose plasmatica ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) entre os tratamentos com os trés 0leos essenciais das Lippia grata, Lippia origanoides
e Ocimum gratissimum e o grupo controle. No entanto, quando se comparou os tratamentos
com diferentes concentragdes, somente para L. origanoides os niveis médios de glicose foram
significativamente superior na maior concentragdo de dleo essencial. Em nosso estudo nao
foram observadas diferengas estatisticas entre as variaveis hematologicas e glicoses. Podemos
observar que os dados apresentados indicam que os parametros estdo dentro da faixa

considerada "saudavel" para essa espécie de peixe e ndo foram prejudicados pelos tratamentos.

2.2.5. Conclusao

O ¢leo essencial de Lippia origanoides suplementado na racdo para juvenis de tainha
Mugil liza nao teve eficacia na eliminagdo do monogenoide Neobenedenia sp, em nenhuma das
concentragdes testadas. Entretanto, o uso do 6leo ndo causou prejuizos ao desempenho
zootécnico e aos indicadores hematoldgicos, podendo ser testado futuramente em relacdo a um

potencial efeito imunomodulador e profilatico.
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3 CONCLUSOES GERAIS

Com excecao do oleo essencial de Lippia alba, todos os demais 0leos, quimioterapicos
e o tratamento com agua doce causaram a mortalidade in vitro de Neobenedenia sp. Dentre os
Oleos essenciais a Lippia origanoides apresentou o melhor resultado contra o Monogenea na
concentracio 600 mg L. O peréxido de hidrogénio apresentou a maior eficiéncia contra o
parasito na concentracdo 350 mg L' e a 4gua doce também se mostrou eficiente.

O ¢leo essencial de Lippia origanoides suplementado na ragao para juvenis de tainha
Mugil liza ndo teve eficacia na eliminagdo do monogenea Neobenedenia sp, em nenhuma das
concentragdes testadas. No entanto, a utilizagdo do 6leo na ragdo ndo afetou de forma negativa
as variaveis hematologicas, podendo ser testada futuramente em relagdo a um potencial efeito

imunomodulador e profilatico.
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APENDICE

Apéndice 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides.

Pico Componentes Teor (%) IR*
1 (E)-2-hexenal 0.5 853
2 alfa-tujeno 1.2 928
3 alfa-pineno 0.5 936
4 1-octen-3-o0l 0.6 977
5 Mirceno 2.4 989
6 alfa-terpineno 1.1 1016
7 p-cimeno 13.3 1025
8 1,8-cineol 0.9 1032
9 gama-terpineno 4.5 1059

10 Linalol 2.8 1096
11 Ipsdienol 0.4 1144
12 Umbelulona 1.1 1175
13 timil-metil-éter 0.9 1232
14 Timol 9.9 1288
15 Carvacrol 49.7 1298
16 acetato de carvacrila 0.4 1369
17 (E)-beta-cariofileno 1.5 1414
18 n.i. 0.0 1487
19 n.i. 0.0 1566
20 oxido de cariofileno 1.0 1576
Total de compostos identificado 92.90

:*Indice de retencdo
n.i: Ndo identificado



Apéndice 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides.

Pico Componentes Teor (%) RI

1 a-tujeno 0.8 925

a-pineno 0.3 931

3 B-pineno 0.1 975
4 Mirceno 1.5 989
5 a-felandreno 0.1 1004
6 0-3-careno 0.1 1009
7 a-terpineno 1.0 1015
8 n.i. 0.1 1016
9 p-cimeno 7.3 1023
10 Limoneno 0.5 1026
11 1,8-cineol 0.3 1029
12 (Z)-B-ocimeno 0.1 1034
13 (E)-B-ocimeno 0.1 1045
14 y-terpineno 3.0 1056
15 terpinoleno n.d. 1087
16 p-cimeneno n.d. 1088
17 Linalol 0.1 1099
18 n.i. 0.4 1101
19 ipsdienol 0.3 1144
20 terpinen-4-ol 0.6 1175
21 n.i. 0.2 1176
22 timol-metil eter 0.6 1233
23 Timol 75.4 1298
24 carvacrol 0.3 1303
25 0-copaeno 0.3 1373
26 (E)-cariofileno 4.3 1417
27 trans-a-bergamoteno n.d. 1433
28 aromadendreno 0.4 1436
29 o-humuleno 0.2 1450
30 allo-aromadendreno n.d. 1457
31 n.i. n.d. 1486
32 biciclogermacreno n.d. 1492
33 a-muuroleno 0.4 1497
34 B-bisaboleno 0.1 1506
35 §-cadineno 0.2 1521
36 espatulenol 0.1 1575
37 6xido de cariofileno 0.6 1580

Total de compostos identificado 99.28

*Indice de retencio
n.i: Ndo identificado
nd: Nio detectado



Apéndice 3. Composi¢ao quimica do dleo essencial de Lippia alba.

Pico Componentes Teor % IR*
1 beta-pineno 0.7 977
2 Mirceno 3.5 989
3 Limoneno 17.5 1029
4 (Z)-ocimeno 0.3 1037
5 (E)-ocimeno 1.1 1048
6 Linalol 1.6 1096
7 trans-di-hidro-carvona 0.2 1200
8 trans-carveol 0.4 1216
9 Carvona 61.7 1245

10 Piperitona 0.6 1252
11 Piperitenona 0.7 1337
12 alfa-copaeno 0.5 1372
13 beta-bourboneno 0.4 1380
14 beta-elemeno 0.3 1387
15 (E)-beta-cariofileno 1.8 1414
16 alfa-humuleno 0.2 1456
17 germacreno D 2.7 1475
18 alfa-muuroleno 0.2 1497
19 germacreno A 0.5 1508
20 gama-cadineno 0.4 1517
21 Nerolidol 0.4 1557
22 oxido de cariofileno 0.3 1576
23 beta-cedren-9-ona 0.8 1641
24 n.i. 0.0 1655
25 n.i. 0.0 1677
Total de compostos identificado 96,7

*Indice de Retencio
n.i: Ndo identificado



Apéndice 4. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Mentha piperita.

Componentes Teor (%) IR*
1 n.i. 0.19 843
2 a-pineno 0.29 930
3 B-pineno 0.63 973
4 mirceno 0.37 988
5 p-cimeno 0.26 1022
6 limoneno 3.16 1025
7 1,8-cineol 1.64 1027
8 mentona 12.93 1151
9 mentofurano 1.47 1160
10 neo-mentol 2.42 1163
11 mentol 30.52 1175
12 neo-isomentol 1.04 1190
13 n.i. 0.45 1213
14 pulegona 14.21 1237
15 n.i. 0.34 1247
16 piperitona 1.52 1250
17 acetato de neo-mentila 0.82 1271
18 acetato de mentila 14.56 1292
19 n.i. 0.69 1342
20 n.i. 1.11 1345
21 (E)-cariofileno 0.25 1410
22 n.i. 0.31 1488
23 mentalactona* 5.34 1495
24 n.i. 0.47 1523
25 oxido de cariofileno 0.39 1572
26 viridiflorol 2.02 1584
27 n.i. 0.81 2258
28 n.i. 0.28 2263
29 n.i. 1.16 2306
30 n.i. 0.30 2434

Total de compostos identificados 99.95

*Indice de Retencio
n.i: Nao identificado
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