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RESUMO

As perdas econOmicas causadas pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae vém se
intensificando nos dltimos anos nas pisciculturas de tambaqui Colossoma macropomum no
norte do pais, sendo que a utilizacdo indiscriminada de quimioterdpicos para controle dessa
parasitose é cada vez mais recorrente. Considerando a necessidade de tratamentos alternativos
que sejam efetivos e ambientalmente amigdveis e a escassez de conhecimento sobre
caracteristicas morfoldgicas dos ovos de acantocéfalo, este estudo objetivou avaliar o efeito
dos 6leos essenciais de Lippia alba, Lippia sidoides e Lippia gracilis sobre a inviabilizacao de
ovos de Neoechinorhynchus buttnerae e elucidar os aspectos morfolégicos dos ovos afim de
contribuir para o conhecimento dessa fase inicial do parasito. Para tanto, dez tambaquis
naturalmente parasitados por N. buttnerae foram estocados em caixas d’dgua e mantidos no
laboratdrio para posterior eutanasia e realizagdo dos testes. Apds a dissecagdo dos peixes, 0
intestino inteiro foi retirado e colocado em placa de Petri contendo solucdo de NaCl 0,9%. Os
parasitos foram retirados com auxilio de pincas e sexados de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas. As fémeas selecionadas foram colocadas em placa de Petri e, para a liberagcao
dos ovos, uma pequena ruptura foi feita na parte anterior do parasito. Utilizou-se uma solugdo
de pool de ovos de 10 fémeas para cada tratamento. Um volume de 200 uL da solucdo foi
adicionado em cada uma das unidades experimentais, que consistiam em placa de 12 pocos
contendo as dilui¢des dos 6leos essenciais: 0,5; 1; 2; 5 e 10 mg mL!, além de uma unidade
controle somente com dgua e Tween® 3%, meio diluente dos 6leos. Apés 24 h de incubagio a
28°C, os ovos foram corados com eosina e classificados em inviaveis, viaveis e eclodidos
para contagem. Os ovos (N=300) foram mensurados (comprimento: largura) em microscopio
optico com o auxilio de um programa digital. Os resultados demonstraram que os ovos de
acantocéfalo possuem trés envoltdrios protegendo a larva acantor e que estruturas primadrias
podem ser observadas nesta fase inicial de vida do parasito. O 6leo essencial de L. alba
apresentou baixa eficdcia para o controle de ovos de N. buttnerae, alcancando menos de 35%
do total. Por outro lado, o dleo essencial de L. gracilis apresentou 100% de eficacia na maior
concentracao, ao passo que o 6leo de L. sidoides alcancou uma eficicia de mais de 50% ja na
concentragdo de 2 mg mL™!, chegando a 100% de efic4cia em um efeito dose dependente.

Palavras-chave: Aquicultura. Fitoterapicos. Acantocefalose. Ovicida.



ABSTRACT

The economic losses caused by the acanthocephalan Neoechinorhynchus buttnerae have been
intensifying in the last years in tambaqui Colossoma macropomum fish farmings in the north
of the country, and the indiscriminate use of chemotherapeutic agents to control this
parasitosis is increasingly recurrently. The objective of this study was to evaluate the effect of
the essential oils of Lippia alba, Lippia sidoides and Lippia gracilis on the impoverishment of
eggs of Neoechinorhynchus buttnerae, besides elucidating the morphological aspects of these
eggs in order to contribute to the knowledge of this initial phase of the parasite. To that end,
ten tambaquis naturally parasitized by N. buttnerae were stored in water tanks and kept in the
laboratory for later euthanasia and testing. After dissecting the fish, the entire intestine was
removed and placed in Petri dish containing 0.9% NaCl solution. The parasites were removed
using tweezers and sexed according to their morphological characteristics. The selected
females were placed in Petri dish and, for the release of the eggs, a small rupture was made in
the anterior part of the parasite. An egg pool solution of 10 females was used for each
treatment. A 200 pL volume of the solution was added in each of the experimental units,
which consisted of a 12-well plate containing the dilutions of the essential oils: 0.5; 1; 2; 5
and 10 mg mL-1, plus a control unit only with water and Tween® 3%, diluent medium of the
oils. After 24 h of incubation at 28 ° C, the eggs were stained with eosin and classified as
unviable, viable and hatched for counting. Some eggs (N = 300) were separated and measured
(Iength: width) under an optical microscope with the aid of a digital program. The results
showed that the acanthocephalan eggs have three shells protecting the acanthor and that
primary structures can be observed in this initial phase of life of the parasite. The essential oil
of L. alba did not present satisfactory effectiveness for the control of eggs of N. buttnerae,
reaching less than 35% of the total. On the other hand, the essential oil of L. gracilis, although
not having a dose-dependent effect, showed 100% efficacy at the highest concentration,
whereas L. sidoides oil reached an efficiency of more than 50% already at the concentration
of 2 mg mL-1, reaching 100% efficacy in a dose dependent effect.

Keywords: Aquaculture. Phythoterapics. Acanthocephalosis. Ovicidal.
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1 INTRODUCAO

1.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1.1 Panorama geral da aquicultura no Brasil

A atividade da aquicultura no Brasil aumentou significativamente nos ultimos anos,
com producdo atingindo um valor anual de 4,1 bilhdes de ddlares em 2016, sendo 77%
correspondentes as 485.237 toneladas obtidas da atividade de criacio (IBGE, 2017).
Considerando o aumento da demanda pela proteina de peixe e a estagnacdo da atividade de
pesca extrativista, que se mantém desde a década de 1990 (FAO, 2014a), a aquicultura a nivel
global tornou-se uma alternativa vidvel para aumentar a oferta e suprir a demanda de peixes,
sendo o setor alimenticio mais dindmico, registrando taxa de crescimento médio anual de
13,4% nas ultimas trés décadas (TAVARES-DIAS e MARTINS, 2017).

A divergéncia climdtica entre as regides brasileiras facilita a criagdo de diferentes
espécies que sobrevivem em diferentes condi¢des de cultivo em sistemas intensivos e semi
intensivos. Segundo o Anudrio Brasileiro da Piscicultura (2019), da Associacdo Brasileira da
Piscicultura (Peixe BR), o volume da criagdo de peixes no pais alcangou 722 mil toneladas,
4,5% a mais do que as 691.700 toneladas de 2017. A tilapia-do-nilo Oreochronus niloticus é
um dos principais peixes cultivados no Brasil, sendo responsével por 400.280 toneladas dos
peixes cultivados em 2018, com crescimento de 11,9% em relacdo ao ano anterior. O Parana
lidera o ranking nacional, com 123.000 toneladas/ano (29,3% do total), seguido de Sdo Paulo
(69.500 toneladas) e Santa Catarina (33.800 toneladas) (PEIXEBR, 2019).

Com relagdo a regido norte do pais, a producdo de peixes nativos € liderada por
Rondd6nia, com 72.800 de toneladas produzidas, representando 39,4% da producdo nacional
total. O estado do Amazonas ocupa o 4° lugar, produzindo 15 toneladas de peixes, sendo o
municipio de Rio Preto da Eva o principal centro produtor regional de pescado (PEIXEBR,
2019). No ano de 2016, o estado do Amazonas, contribuiu com 21.079 mil toneladas, e
grande parte dessa produgdo é constituida pela criacdo e engorda de tambaqui em viveiros
escavados (IBGE, 2017). Os principais produtores de peixes do Amazonas estdo concentrados
nos municipios do Amazonas, como Itacoatiara, Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva que
sdo responsaveis pela criacdo de matrinxa Brycon cephalus, pirarucu Arapaima gigas € o

tambaqui Colossoma macropomum (GANDRA, 2010)
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1.1.2 Tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818)

O tambaqui € a espécie mais importante para a economia da regido norte e &
consolidada como a segunda mais cultivada no pais, sendo responsdvel por 39,8% (287.910
ton.) de toda a producdo nacional, atrds somente da exdtica tildpia-do-nilo (PeixeBR, 2019).
Tais nimeros se devem as boas caracteristicas zootécnicas dessa espécie que favorecem sua
produgdo, como a resisténcia aos manejos e doengas; facil aceitacdo de racdo comercial; boa
adaptacdo as oscilacdes de qualidade dgua e boa disponibilidade de alevinos o ano todo
(Aradjo-Lima e Gomes, 2005, Chagas et al., 2012). Aliado a isso, o fornecimento do
tambaqui € proporcional a necessidade da populacdo da regido Norte, que tem o pescado
como sua principal fonte de proteina animal, com consumo per capita estimado em 30
kg/hab/ano (FAO, 2016), ultrapassando a média de consumo mundial de 19,7 kg em 2013.

Embora as tecnologias de reprodugdo e os conhecimentos sobre a criacdo da espécie
sejam bem difundidos, a intensificacdo da producdo do tambaqui tem sido acompanhada de
sistemas de produ¢@o com altas taxas de adensamento, excesso de manipulacdo nos viveiros,
praticas inadequadas de manejo, resultando em problemas com a qualidade de 4gua, entre
outros fatores, que podem culminar na imunossupressdo dos animais e favorecer o
aparecimento de doencas nos peixes (XU et al., 2012; QUESADA et al., 2013). Ilustrando
esse fato, o anudrio de producao aquicola da PeixeBR (2019), relata que houve uma queda de
4,7% da produgdo de tambaqui no ano de 2018 com relacdo ao ano anterior, isso se deve,
além das praticas de manejo inadequadas, ao aparecimento de doengas parasitdrias graves em

pisciculturas, em especial a acantocefalose (Chagas et al., 2018)

1.1.3 Filo Acanthocephala

Atualmente, parasitos do filo Acanthocephala tem se demonstrado como limitador na
producdo de tambaqui na regido Norte. Este filo é monofilético, em que as espécies sdo
exclusivamente parasitas, sem nenhuma fase de vida livre (Kennedy et al., 2006), e somente
trés géneros sdao encontrados em peixes de &agua doce no Brasil: Echinorhynchus,
Neoechinorhynchus e Polyacanthorhynchus parasitando, respectivamente, matrinxa
amazOnico Brycon amazonicus e pirapitinga Piaractus pbrachypomus (OLIVEIRA et al.,
2019); tambaqui (MATOS et al., 2017, JERONIMO et al., 2017; ALVES et al., 2019) e
pirarucu (MARINHO et al., 2013). Estes parasitos possuem como caracteristica principal uma

proboscide retratil provida de espinhos que € utilizada como mecanismo de fixacdo, cujo
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movimento de invaginagcdo se dd a partir da pressao hidrdulica proveniente da contracdo da
musculatura do saco da probdscide, o que estd diretamente relacionado com o sistema nervoso
do parasito (NUNEZ e DRAGO, 2017).

A acdo mecanica da probdscide na parede intestinal dos hospedeiros induz alteragdes
na estrutura e na funcdo do 6rgdo (SANIL et al., 2011). O grau de dano causado pelos
acantocéfalos a seus hospedeiros e a intensidade das reacdes do hospedeiro dependem da
profundidade da penetragdo do parasito nos tecidos do intestino e da densidade das cargas
parasitdrias (TARASCHEWSKI, 2000). Geralmente, os danos causados pela introdugdo da
probdscide s@o a hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes intestinais (MARTINS et al.,
2001; DEZFULI et al., 2009), granuloma, dilaceracdo do tecido do intestino, diminui¢do da
area de absorcdo (vilos), edemas e uma intensa resposta inflamatéria com migracao de células
fagociticas (JERONIMO et al., 2017; AGUIAR et al., 2018). Amin et al. (2013), relataram
que a penetracdo dos ganchos da probdscide de Leptorhynchoides polycristatus causou a
compressdo de vilos intestinais e necrose do epitélio em esturjoes Acipenser spp., além de

causar hemorragia e migragcdo de granuldcitos.

1.1.3.1 Neoechinorhynchus buttnerae (Golvan, 1956)

O primeiro registo de N. buttnerae em pisciculturas foi realizado por Malta et al.
(2001), na fase de recria de tambaqui, no municipio de Itacoatiara no Amazonas. Alguns anos
depois, também no interior do Amazonas, um novo relato de mortalidade massiva pelo
acantocéfalo foi feito por Maciel et al. (2008) na fase de larvicultura. Adicionalmente Aquino-
Pereira et al. (2014) também relataram surto dessa parasitose em pisciculturas do Rio Preto da
Eva, AM, seguido por Matos et al. (2017), Gomes et al. (2017) e Chagas et al. (2019), estes
ultimos relatando quase 13.000 helmintos em somente 37 tambaquis coletados no municipio.

Os peixes infectados pelo parasito ndo apresentam sinais clinicos dificultando o
diagndstico da doenca que s6 € realizado em casos de alta mortalidade (MALTA et al., 2001).
Os parasitos competem pelos nutrientes com os hospedeiros e podem ocasionar perda de peso
e caquexia seguida de morte, em casos mais severos (SANIL ef al., 2011). Silva-Gomes et al.
(2017), relataram que o parasitismo por N. buttnerae com intensidade média de entre 103,25 e
152,5 foi responsavel por um declinio de 200% no crescimento de tambaquis. Os mesmos
autores também relataram diminui¢do no fator de condicdo de peixes parasitados pelo
acantocéfalo comprovando que, embora sem sinais clinicos, a doenca afeta diretamente o

desenvolvimento do peixe e consequentemente a rentabilidade da produgao.



16

O ciclo de vida dos acantocéfalos € indireto ou heteroxeno, e requer a presenca de um
hospedeiro definitivo vertebrado e um artrépode como hospedeiro intermedidrio. O N.
buttnerae utiliza o tambaqui como tnico hospedeiro definitivo e o ostracoda Cypridopsis
vidua como intermediario (LOURENCO et al., 2018). O hospedeiro intermedidrio se alimenta
dos ovos liberados nas fezes dos peixes que eclodem em seu trato digestério. A larva acantor
presente no ovo, armada com os primoérdios da probdscide, penetra no intestino do hospedeiro
intermedidrio e se desenvolve em vdrios estigios ontogenéticos até alcangar a fase de
acantela, onde todos os orgaos reprodutores ja estdo formados (WARD, 1940). Ao final do
desenvolvimento da acantela, no 26° dia apds a ingestdo de ovos, o parasito alcanga sua
ultima fase imatura, o cistacanto, que consiste no estigio infectante para o hospedeiro
definitivo e se caracteriza pela formacdo de cistos infecciosos de quitina que completardo seu
desenvolvimento dentro do intestino do peixe e recomecardo o ciclo (LOURENCO et al.,

2018) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo de vida do Neoechinorhynchus buttnerae. As fezes dos
peixes contendo os ovos do parasito sdo liberadas no meio ambiente e
posteriormente ingeridos pelo hospedeiro intermedidrio ostracoda
(Cypridopsis vidua). A larva acantor contida dentro do ovo, eclode no
Iimen intestinal do hospedeiro intermediario (HI), onde se fixa e passa por
sucessivos estdgios ontogénicos até alcangar a fase infectante ao hospedeiro
definitivo (HD), cistacanto, que por sua vez segue seu desenvolvimento
dentro do intestino do peixe. (Adaptado de LOURENCO et al., 2018).
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A alta disponibilidade dos hospedeiros intermedidrios dentro de viveiros escavados é
um dos maiores obsticulos para o controle da acantocefalose, uma vez que a presenga de
matéria orginica e as condi¢des de cultivo aumentam o sucesso de sobrevivéncia destes
microcrusticeos, cuja reproducdo gera cistos de resisténcia que podem sobreviver por meses,
ou até décadas, mesmo em solo seco e voltar a eclodir em condi¢des adequadas como a

reidratacdo e a presenca de luz (HORNE et al., 2002).

1.1.4 Tratamentos convencionais para parasitos helmintos em peixes

As infecgdes por acantocéfalo vém causando altas perdas econdmicas aos piscicultores
e ainda ndo existe medicamento liberado para o tratamento dessa doencga no Brasil. Tavares-
Dias e Martins (2017) afirmaram que a acantocefalose € responsdvel pela mortalidade de pelo
menos 1,12 toneladas de peixes por ano, causando um prejuizo de aproximadamente 2
milhdes de ddlares. Assim, diante da necessidade de sanar os problemas sanitdrios, os
piscicultores fazem a utilizagdo macica de antibidticos, desinfetantes e pesticidas, substancias
quimicas de répido efeito, porém com alta toxicidade para os peixes, seres humanos e
ambiente. (TAVARES-DIAS et al., 2004).

Para o controle destes parasitos muitos produtos quimicos sdo utilizados, por exemplo,
as avermectinas, levamisol (OLIVEIRA, 2019; HIRAZAWA et al., 2000) e o os
benzimidazéis (MARTINS et al., 2001) utilizados como endoparasiticidas além de outros
quimicos, que em sua maioria podem ser tOxicos para os peixes, comprometendo
principalmente as branquias, o tegumento e o figado (TAVARES-DIAS et al., 2011;
GOVIND et al., 2012b).

Em estudo, Alves et al. (2019) relatou que concentragdes in vitro de levamisol (50-125
mg L), albendazol (500 a 2.000 mg L) e ivermectina (200 a 350 mg L) foram 100%
eficazes contra Anacanthorus spatulatus Notozothecium janauachensis, Mymarothecium
boegeri e Linguadactyloides brinkmanni, parasitos monogenoides de tambaqui. Em pacu
Piaractus mesopotamicus, Martins et al. (2001) verificaram que banhos de mebendazol, nas
concentracdes de 100 mg L' (10 minutos) e 10 mg L' (24 h), apresentaram efic4cia de 79,6 e
81,4%, respectivamente, também contra monogenoides.

Contra o acantocéfalo N. buttnerae, Oliveira et al. (2019) relataram 100% de eficacia
com o benzoato de emamectina a 100 mg L' levamisol a 300 mg L!: ivermectina a 4.500
mg.L! e praziquantel a 2.500 mg L', mas ndo encontraram eficdcia com a utilizacdo de

loperamida para este parasito. Por outro lado, relatos de Taraschewski (1990) comprovaram a
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eficdcia da loperamida (50 mg Kg!) contra Neoechinorhynchus rutili e Eoechinorhynchus
truttae de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss. Os mesmos autores também observaram
eficdcia do praziquantel para o N. rutilli. Em um outro estudo, Lal et al (1947) encontraram
100% de eficédcia contra E. truttae ao utilizar de tetracloreto de carbono em truta marrom
Salmon trutta a 0,1 e 0,05%. Adicionalmente, Feitoza-Silva et al (2019) observaram eficacia
de 41% contra N. buttnerae, com 15 dias de suplementacio alimentar com 100 mg mL™! de
levamisol para tambaquis.

Embora haja rapida eficécia, a viabilidade da utilizacdo continua destes quimicos deve
ser considerada por conta de seus efeitos toxico e bioacumulativo em peixes que chegariao ao
consumidor humano, além da possibilidade de causarem resisténcia em organismos nao-alvo,
culminando em um desequilibrio ambiental. Diante desta problemdtica envolvendo saude
publica, a procura por tratamentos alternativos e igualmente eficazes vem aumentando e, por
isso, estudos com extratos vegetais que possuem compostos bioativos, como o0s Oleos

essenciais, vém sendo amplamente realizados.

1.1.5 Oleos essenciais e seu emprego na aquicultura

Os 6leos essenciais sdo compostos derivados do metabolismo secundério das plantas,
cuja funcgdo € proteger contra patégenos, herbivoria e atrair insetos polinizadores (BAKKALI
et al., 2008; GITHIORI et al., 2006). Sdo substancias complexas e altamente odoriferas, que
podem ser formadas por 20-60 componentes fitoquimicos distintos onde somente 2 ou 3 estao
presentes em altas concentragdes, sendo estes considerados compostos majoritarios
responsaveis pela acdo bioldgica dos 6leos (Peixoto et al., 2015).

Quando comparados aos quimioterdpicos, os 6leos essenciais se sobressaem por serem
ambientalmente amigédveis em sua utilizacdo, com potencial biodegradavel, diminui¢do dos
residuos nos animais, menor potencial téxico por serem menos concentrados em relacao ao
principio ativo, possuirem diversos mecanismos de acdo, grande variedade de componentes
quimicos presentes em sua composicdo o que dificulta ou impossibilita o surgimento de
organismos resistentes, além do fato de ser uma alternativa mais barata e efetiva (SOARES e
TAVARES-DIAS, 2013; SOARES et al., 2016; REVERTER et al., 2014).

O maior obstaculo para a producdo em larga escala de 6leos essenciais para controle
de doencas, é que muitos fatores podem influenciar na composi¢do e rendimento dos 6leos
essenciais, como clima, temperatura, composi¢do do solo, disponibilidade hidrica, radiacao

ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica a que a planta estd submetida, além de
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ataque de patdgenos, idade da planta, hordrio de coleta e 6rgdo utilizado (ANDRE et al.,
2018). Portanto, a andlise quimica destes extratos € fundamental, pois as concentracdes dos
constituintes podem variar consideravelmente para uma mesma espécie (FARIAS-JUNIOR et
al., 2012; MORAIS et al., 2009).

Ainda assim, estudos testando a eficicia dessas substancias e de seus componentes
majoritarios isolados demonstraram efeito positivo tanto no controle de helmintoses em
peixes (HASHIMOTO et al., 2016; SOARES et al., 2013), quanto de bacterioses (MAJOLO
etal., 2018; VALLADAO et al., 2019) e infeccdes por protozodrios (TAVECHIO et al., 2009;
VALLADAO et al., 2016), além de propriedades imunomoduladoras (VALLADAO et al.,
2019) que sdo responsdveis pela ativacdo de defesas imunoldgicas especificas e inespecificas
nos peixes, resultando em protecio precoce contra infeccoes (CHAKRABORTY e HANCZ,
2011).

Segundo Bakkali et al. (2008), a forma de acdo dos 6leos essenciais se dd quando
interagem com a membrana citoplasmatica dos parasitos helmintos, podendo causar ruptura
da estrutura de polissacarideos, lipideos e fosfolipidios, promovendo despolarizacdo da
membrana, como as das mitocondrias, resultando na liberacdo de fons de cdlcio e proteinas.
Em complemento, Bruni et al. (2004) relataram que ac¢do nematicida dos Oleos essenciais
pode ser atribuida a presenca de fendis, aldeidos e dlcoois que causam a oxidacdo de

membranas dos parasitos.

1.1.5.1 Oleos essenciais de Lippia spp- (Verbenaceae)

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae possui cerca de 175 géneros e 2800
espécies, € difundido nos trépicos e subtropicos nas regides temperadas do Hemisfério Sul e
poucas espécies no Hemisfério Norte (Barroso, 1991). No Brasil, ocorrem principalmente
Lippia gracilis (Figura 2A), Lippia sidoides (Figura 2B), Lippia alba (Figura 2C), Lippia
grandis, Lippia origanoides, e Lippia triplinervis.

Na aquicultura, os Oleos essenciais de plantas do género Lippia tem demonstrado
efeitos positivos no controle de diversas parasitoses. Em estudo, Soares et al. (2016),
utilizando o OE de Lippia origanoides, relatam que as concentracdes de 320 e 160 mg L™
durante 30 e 60 min de exposi¢ao foram 100% eficazes contra monogenoides de tambaqui em
teste in vitro. Similarmente, Hashimoto et al. (2016) relatam efeito anti-helmintico do OE de

Lippia sidoides contra diversas espécies de monogenoides de branquias de tilapia-do-nilo.
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Hé eficicia dos Oleos essencias de Lippia spp. também contra bacterioses em
aquicultura como relatado por Majolo et al. (2018) que verificaram que a maior atividade
antibactericida em Streptoccocus agalactiae foi do 6leo de L. sidoides (MIC: 312.5 p.L!
mg.L1). Sutili et al. (2015) e Majolo et al (2016) também descreveram o efeito bactericida e
bacteriostitico do 6leo essencial de Lippia alba sobre algumas bactérias gram-negativas,
como Aeromonas hydrophila. Além disso, em tildpia-do-nilo demonstrou-se que o O6leo
essencial de L. origanoides e seu constituinte majoritario (carvacrol) apresentaram atividade,
principalmente, contra bactérias intestinais, tais como Escherichia sp., Salmonella sp.,

Edwarsiella sp. Pseudomonas sp., Aeromonas sp. € Klebsiella sp. (LA ROSA, 2011).

Figura 2 - A-Lippia gracilis, B-Lippia sidoides e C-Lippia alba (Verbenaceae).

Sl

Fonte: http://twixar.me/Kmvn

Existem também relatos positivos sobre o uso de 6leos de Lippia como moduladores de
estresse em peixes (SENA et al.,, 2016; AZAMBUIJA et al., 2011), e promotores de
crescimento e anestésico (CUNHA et al, 2010; BATISTA et al., 2018). Comprovando que os
estudos conduzidos durante duas décadas tém demonstrado grande potencial de Lippia spp. na
medicina veterindria, devido aos diferentes constituintes bioativos com multiplas propriedades
destas plantas. Entretanto, hd a necessidade aprofundar os estudos farmacoldgicos para
possibilitar a implementacio de protocolos de tratamento de enfermidades em aquicultura que

sejam potencialmente eficazes e ndo agridam o meio ambiente.
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1.1.6 Atividade ovicida dos 6leos essenciais

E possivel avaliar o potencial helminticida de diversos compostos em diferentes
estdgios dos parasitos como ovos, larvas e adultos ou em diferentes componentes do seu ciclo
de vida. Em trabalho realizado por Nery et al. (2010), o extrato aquoso de folhas de
Anacardia humile demonstrou inibi¢ao de 90,9% na eclosao dos ovos do nematoide de ovelha
em concentracdo de 100 mg mL"'. Similarmente, ao utilizarem o extrato hidroalcodlico de
Artemisia annua, Sprenger et al. (2016) relataram 90% de inibicao da eclodibilidade de ovos
de H. contortus em concentracdes de 25 e 50 mg mL!. J4 Macedo et al. (2009), ao utilizarem
o 6leo essencial de Eucalyptus globulus na concentracio de 43,5 mg mL!, relataram 98,7%
de inibicdo do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus.

Com relagdo ao acantocéfalo, todos os escassos relatos disponiveis na literatura foram
realizados somente com as formas adultas do parasito. Entretanto, o estidgio inicial, embora
ndo possua fase de vida livre, € a forma que estd em maior quantidade dentro do viveiro, uma
vez que cada fémea pode ovipdr mais de 800 ovos por ciclo reprodutivo, de acordo com
contagem subjetiva realizada neste trabalho. A reducdo da disponibilidade de ovos de
acantocéfalo do ambiente seria uma das formas vidveis de controlar o crescimento
desenfreado da populacdo desses parasitos, resultando na redugcdo da carga parasitdria.
Portanto, este estudo objetivou avaliar o efeito ovicida de trés Oleos de Lippia sp em
Neoechinorhynchus buttnerae, além de elucidar aspectos morfolégicos dos ovos destes

parasitos, sobre os quais ainda ndo hé estudos publicados.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Descrever morfologicamente os ovos do acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae e avaliar

o efeito dos 6leos essenciais de Lippia alba, Lippia gracilis e Lippia sidoides sobre eles.
1.2.2 Especificos
Descrever as estruturas envoltorias do ovo de Neoechinorhynchus buttnerae;

Avaliar diferentes concentracdoes do 6leo essencial de L. alba, L. sidoides e L. gracilis na

inviabilizacdo, eclosao e integridade da membrana dos ovos de N. buttnerae.



2 CAPITULO 1

Atividade ovicida dos éleos essenciais de Lippia alba, Lippia sidoides e Lippia gracilis
sobre o acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae

(Eoacanthocephala: Neoechinorhynchidae)

Artigo redigido nas normas da Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria
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ABSTRACT

Tambaqui (Colossoma macropomum) production has been limited due to acantocephalosis
and the need for strategies to control the parasitosis. This study aimed to elucidate the
morphological characteristics of the eggs of the acanthocephalan Neoechinorhynchus
buttnerae and to evaluate the ovicidal effect of the essential oils of Lippia alba, Lippia
sidoides and Lippia gracilis on these structures. After dissection of adult tambaquis naturally
infected with N. buttnerae, the eggs of the parasite were collected directly from the females
and distributed into 12-well plates containing the essential oils in the following dilutions: 0.5;
1;2; 5 and 10 mg mL"!, plus a control containing water + Tween® 3%, as a diluent medium of
the oils. Part of the eggs (n=300) were separated and measured (length and width) with the aid
of the optical microscope coupled to a digital program. The viability of the treated eggs was
monitored 24 h after treatment and the eggs were classified as viable, unviable and hatched.
The oil of L. sidoides 2 mg mL" caused 100% of the eggs to be impaired. The oil of L.
gracilis only had ovicidal effect from 5 mg mL"! and L. alba did not cause significant
mortality in eggs. L. alba caused the greatest hatching of acanthors.

Keywords: Fish farm, tambaqui, acanthocephalan, phythoterapic, treatment.

RESUMO

A producdo de tambaqui (Colossoma macropomum) tem sofrido limitacdes devido a
acantocefalose e, por isso, hd a necessidade de formular estratégias para controlar a
parasitose. Por isso, este estudo objetivou elucidar caracteristicas morfoldgicas dos ovos do
acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae e avaliar o efeito ovicida dos 6leos essenciais de
Lippia alba, Lippia sidoides e Lippia gracilis sobre estas estruturas. Apds a dissecacio de
tambaquis adultos naturalmente infectados por N. buttnerae, os ovos do parasito foram
retirados diretamente das f€meas e distribuidos em placas de 12 pocos contendo os dleos
essenciais nas seguintes dilui¢des: 0,5; 1; 2; 5 e 10 mg mL"!, além de um controle contendo
dgua + Tween® 3%, como meio diluente dos 6leos. Parte dos ovos (n=300) foram separados e
medidos (comprimento e largura) com o auxilio do microscépio Optico acoplado a um
programa digital. A viabilidade dos ovos tratados foi acompanhada 24 h apds o tratamento e
os ovos foram classificados em vidveis, invidveis e eclodidos. O 6leo de L. sidoides 2 mg mL~
!inviabilizou 100% dos ovos, sendo que o 6leo de L. gracilis somente apresentou efeito
ovicida a partir de 5 mg mL™ e o de L. alba ndo provocou mortalidade significativa nos ovos.
L. alba provocou a maior eclosdo de acantores.

Palavras-chave: Piscicultura, tambaqui, acantocéfalo, fitoterdpico, tratamento.



24

2.1 INTRODUCAO

O  acantocéfalo  Neoechinorhynchus  buttnerae  pertencente a  familia
Neoechinorhynchidae, ¢ um helminto intestinal especifico do tambaqui (Colossoma
macropomum), € tem sido responsdvel por perdas econdmicas no cultivo desta espécie
(TAVARES DIAS e MARTINS, 2017). Este parasito possui como caracteristica principal a
probéscide, estrutura provida de espinhos que, ao fixar-se na parede intestinal pode causar
injurias severas como dilaceracOes teciduais no intestino, metaplasia e perda de vilos
intestinais (JERONIMO et al.,, 2017). Devido a auséncia do sistema digestorio, 0s
acantocéfalos se alimentam por difusdo, através de poros presentes na parede do corpo,
absorvendo acucares, nucleotideos, aminoacidos e triglicerideos do intestino do hospedeiro
(NUNEZ e DRAGO, 2017), competindo por nutrientes e podendo levar a caquexia e até
morte nos peixes em casos mais severos (MALTA et. al., 2001; J ERONIMO et al., 2017).

O acantocéfalo N. buttnerae utiliza o tambaqui como unico hospedeiro definitivo e o
ostracoda Cypridopsis vidua como hospedeiro intermediario (LOURENCO et al., 2017) que
se alimenta dos ovos liberados nas fezes dos peixes parasitados. A larva acantor presente no
ovo, armada com os primérdios da probdscide penetra no intestino do hospedeiro
intermedidrio e se desenvolve por vérios estdgios ontogenéticos até alcangar a fase de
acantela, onde todos os 6rgdos reprodutores ja estdo formados (WARD, 1940). Ao final do
desenvolvimento da acantela, o parasito alcanca sua ultima fase imatura, o cistacanto, que
consiste no estagio infectante para o hospedeiro definitivo e se caracteriza pela formacao de
cistos infecciosos de quitina que completardo seu desenvolvimento dentro do intestino do
peixe e recomecardo todo o ciclo (LOURENCO et al., 2017).

Uma das formas de controle vidvel da doencga seria a diminui¢do da disponibilidade de
ovos do acantocéfalo no ambiente de cultivo, afim de interromper o ciclo de vida do parasito e
amenizar as perdas econdmicas causadas pela acantocefalose (TAVARES-DIAS e
MARTINS, 2018). Os testes de inibi¢ao de eclosao de ovos sdo muito utilizados pois indicam
o potencial que uma substancia possui para penetrar nas membranas de protecdo do embrido e
assim interromper seu desenvolvimento (ANDRES et al., 2012). Em nematoides, esses testes
sao utilizados para avaliar o potencial anti-helmintico das substancias através de testes de
eclosdao de ovos, de motilidade e de migracdo larvar (ZHU et al., 2013; MACEDO et al.,
2009).

Os relatos de controle de fases iniciais de acantocéfalo ainda sdo inexistentes, havendo

discretos estudos abordando a eficicia de quimioterdpicos (levamisol, praziquantel,
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ivermectinas e benzimidazdis) no controle de formas adultas do parasito (TARASCHEWSKI
et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2019; MORAES et al., 2019). Porém, o uso indiscriminado
destas substancias pode acarretar selecdo de organismos resistentes; riscos aos manipuladores;
contaminacgd@o dos os efluentes onde sdo despejados, geralmente em corpos de dgua naturais,
além do acimulo residual na carne dos pescados cultivados. Por isso, substancias fitoterdpicas
também tém sido bastante exploradas como uma alternativa no tratamento do N. buttnerae, €
vém se mostrando potencialmente eficazes contra este parasito (SALARO et al., 2017;
SEIXAS et al., 2019; COSTA et al., 2018).

Fitoterdpicos como os 6leos essenciais (OEs), sdo misturas complexas de substancias
voléteis e lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente odorifera e liquida (MILLEZI,
2014) possuindo ampla variacio de componentes quimicos bioativos como terpenos e
flavonodides, que sdo responsaveis por interferir nas fungdes bioquimicas e fisioldgicas dos
parasitos (KAPLAN et al., 2014; NORDI et al., 2014). Os OEs sdo biodegraddveis e devido a
variedade de componentes quimicos sa0 menos propensos a causar bioacumulacdo e o
surgimento de organismos resistentes (KULKARNI et al., 2013), apresentando-se como uma
forma de controle alternativo em potencial para doencas de peixe como observado por
Hashimoto et al. (2016) e Soares et al (2017).

E importante elucidar que estratégias para o controle da disseminacio do parasito em
fases iniciais devem ser desenvolvidas, afim de inviabilizar do sucesso do ciclo de vida do
parasito e, considerando que o ambiente é vulnerdavel a diversos produtos sintéticos e
quimicos, a utilizagdo de produtos naturais para o controle de parasitoses parece ser mais
adequada para esta finalidade. Diante disto, este estudo objetivou elucidar caracteristicas
morfolégicas dos ovos e N. buttnerae, além de avaliar o uso de 6leos essenciais de plantas
Lippia spp. na inviabilizacdo destes ovos, a fim de embasar estudos posteriores para controle

desta fase do parasito, que certamente nao deve ser desconsiderada.
2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Extracao e caracterizacao dos oleos essenciais de Lippia alba, Lippia sidoides e

Lippia gracilis

Os oOleos essenciais utilizados neste estudo foram obtidos pelo processo de
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger. De cada planta, uma amostra de 500 g de
folhas ou rizoma foi colocada em um baldo volumétrico de 12.000 mL, acoplado a uma manta

aquecedora e completado com 4gua destilada, até a imersao total do material. O processo de
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extracdo durou 4 h e, apds isso, os 6leos essenciais foram estocados em freezer 4°C para as
andlises posteriores.

Os componentes quimicos dos OEs de L. alba, L. sidoides e L. gracilis foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As andlises foram
realizadas em cromatdgrafo a gds 7890A da Agilent (Palo Alto, EUA) equipado com uma
coluna capilar de silica fundida com 5% de fenila/95% de metil silicone (HPS, 30 m x 0,25
mm X 0,25 mm). Os 6leos foram diluidos a 1% em diclorometano e 1,0 mL desta solu¢ao foi
injetada em modo split (1:100). O injetor foi mantido a 250°C, o detector de ionizacdo de
chama (FID) a 280°C e o hidrogénio foi usado como gés carreador.

Os espectros de massa foram obtidos em um sistema Agilent 5973N MSD operando

em modo de ionizagdo eletronica a 70 eV, com faixa de varredura de massa de 40-500 m 7z L

A taxa de amostragem foi de 3,15 scans s

e o gas Hélio foi usado como carreador. Os
componentes do 6leo foram identificados por uma pesquisa usando a 6* edicdo do Registro

Wiley de Dados Espectrais de Massa.

2.2.2 Hospedeiros e parasitos

Juvenis de tambaqui naturalmente parasitados por N. buttnerae foram adquiridos de
uma piscicultura localizada no municipio Rio Preto da Eva (2° 41" 56" S, 59° 42" 0"W), na
regido metropolitana de Manaus. Os peixes eram mantidos em caixas d’agua de polietileno de
1000 L, com aeracdo e aquecedores constantes € foram alimentados duas vezes ao dia até
saciedade aparente, com ra¢do comercial de 28% de proteina bruta.

Para obtencio dos parasitos, os peixes foram eutanasiados (Comissdo de Etica no Uso
de Animais/UNINILTON 001/2017). Os peixes foram colocados em baldes de dgua contendo
75 mg L' de eugenol até que cessassem os batimentos cardiacos e, apés isso, eutanasiados
por sec¢do da coluna vertebral para posterior dissecacao.

Os parasitos foram retirados do limen intestinal dos peixes com a ajuda de uma pinca
e eram imediatamente colocados em placas de Petri contendo solu¢do salina a 0,9%. As
fémeas de acantocéfalo foram separadas considerando suas caracteristicas morfoldgicas,
como o formato da sessao posterior do corpo € maior tamanho em relacdo aos machos, e seus
0s ovos obtidos por uma pequena ruptura feita na sessao posterior do parasito, por onde eram
liberados. Utilizou-se um pool de ovos de 10 fémeas para cada teste realizado. Os ovos
integros foram caracterizados pela total integridade da membrana ao serem expostos ao

corante (eosina bdsica) (Fig. 5), ao passo que os ovos invidveis (mortos) foram identificados
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quando o corante adentrou toda a parte interna do ovo. Os acantores eclodidos foram

diferenciados pelo formato cilindrico caracteristico.

2.2.3 Delineamento experimental

Aliquotas de 500 pL foram retiradas do pool de ovos e distribuidas nas unidades
experimentais. As unidades experimentais consistiam em: um grupo controle (Tween® 3%, o
meio diluente dos 6leos essenciais) e quatro tratamentos (Tween® 3% + OE nas concentragdes
de 0,5, 1, 2, 5 e 10 mg L") contendo OE de L. alba, L. sidoides e L. gracilis em triplicata.
Ap0s a distribuicao dos ovos nas placas de 12 pogos (volume total de 1 mL), os mesmos eram
mantidos em estufa a 28°C, seguindo a recomendacao de Costa et al. (2018) e avaliados apods
24 h.

Para a avaliacdo da viabilidade dos ovos, uma aliquota de 100 pL foi corada com 2 uL.
de eosina e a integridade da membrana era visualizada quanto a penetracdo do corante na
membrana externa, identificando a ruptura ou ndo do envoltério do ovo, caracterizando a
inviabilidade da estrutura. Para cada tratamento, o nimero de ovos integros, eclodidos e
mortos foi registrado a cada 24 h. A medi¢do dos ovos comprimento/largura e as fotografias

foram realizadas em microscépio de luz Leica DM500 com a cdmera Leica ICCS0.

2.2.4 Analise estatistica

De posse dos dados, estes foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e Levene para
verificar a normalidade e homocedasticidade de varidncias e, apds as premissas garantidas,
realizou-se ANOVA unifatorial. Além disso, foi realizada uma andlise de regressao
polinomial, utilizada para correlacionar as concentracoes dos Oleos testadas com a
inviabilizacdo dos ovos do N. buttnerae. Todos os dados foram analisados ao nivel de

significancia de 5% no programa estatistico GraphPad Prism 6.0.
2.3 RESULTADOS
A andlise quimica dos o6leos apontou a carvona e o limoneno (58,2% e 19,2%,

respectivamente) como componentes majoritarios do OE de L. alba (Figura 1), ao passo que

L. sidoides apresentou o timol como seu principal composto bioativo, ocupando 72% da
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obtida por cromatografia acoplada a espectrometria de massas.

Uma contagem subjetiva da quantidade de ovos liberados pelas fémeas foi realizada e
de acordo com os resultados, a ovoposi¢do do parasito ultrapassa 800 ovos por ciclo
reprodutivo. O comprimento médio dos ovos de N. buttnerae foi de 31,9+4,6 pm e 21,08+4,3
nm de largura (Fig. 4). A larva acantor € recoberta por trés envoltorios (Fig. 5) separados por
intersticios formados por diversos compostos lipidicos que fazem a protecdo da fase
embriondria do parasito, sendo a primeira membrana mais espessa (Fig. SA) e a segunda um
pouco mais delgada (Fig. 5B), seguida pela terceira membrana (Fig. 5C), mais proxima da
larva.

Os ovos de acantocéfalo possuiam trés membranas aparentes. O envoltério
embriondrio externo de ovo € alongado e ligeiramente convergente no meio. O segundo
envoltério ou membrana de fertilizacdo (AMIN, 2002), e o terceiro, presente bem mais
préximo da larva acantor sdo facilmente visiveis sob microscépio de luz (Fig. 5), havendo
presenca de estrias radiais entre eles. Foi possivel observar a massa do endoblasto bem
delimitada nos ovos visualizados.

Os ovos possuem formato eliptico ou oval, e sdo envolvidos por um envoltorio externo
de aspecto ligeiramente granular. Apresentam um revestimento fibrilar proeminente e fios
fibrilares prologando-se sobre a superficie. No endoblasto, foi possivel observar os
macromeros precedentes as futuras estruturas dos parasitos na extremidade anterior do ovo

(Fig. 6A), ao passo que nos ovos considerados invidveis era impossivel visualizar qualquer
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estrutura delimitada. (Fig. 6B). Os acantores eclodidos possuiam um formato fusiforme

caracteristico e por conta disso foram facilmente distinguidos (Fig. 6C).




Figura 5 - Ovo de Neoechinorhynchus buttmerae contendo larva acintor com os trés envoltdrios
delimitados. A: Membrana externa; B: Membrana de fertilizagdo; C: Membrana interna.

Figura 6 - Ovos de Neoechinorhynchus buttnerae corados com eosina bésica. A: ovo vidvel; B:
invidvel; C: Acantores eclodidos.
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Figura 7 - Efeito do dleo essencial de Lippia gracilis na integridade de membrana, eclos@o e mortalidade de
ovos de acantocéfalo. Letras diferentes representam diferenga entre concentragdes.

O tratamento com 6leo essencial de L. alba (Fig. 7A) apresentou diferenca entre todas
as concentracdes. As dilui¢des utilizadas promoveram eclosdao de ovos (P<0,0001) maior que
ovos invidveis, demonstrando que nenhuma das concentragdes utilizadas foi suficiente para
promover a mortalidade significativa dos ovos de N. buttnerae. A integridade de membrana

permaneceu estdvel em todo o tratamento com este dleo essencial.
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Quanto ao 6leo de L. sidoides (Fig. 7B), em todas as concentragdes utilizadas, a
integridade de membrana dos ovos foi menor do que os ovos vidveis € houve uma maior
eclosdo de acantores na concentracio de 0,5 mg mL™!. Além disso, a partir da concentracdo de
2 mg ml’ ! a mortalidade dos ovos foi crescente, promovendo a inviabilizagdo total dos ovos
contabilizados.

Com relacgdo ao 6leo essencial de L. gracilis (Fig. 7C) a inviabilizagdo dos ovos se deu
a partir de 1 mg mL!, com exce¢do da concentragio de 2 mg mL!, onde a mortalidade foi
menor do que a eclosdo de acantores. A quantidade de ovos com membrana integra foi
estatisticamente igual aos ovos invidveis na concentra¢io de 0,5 mg mL, e foi menor nas

concentragdes seguintes.

Lippia alba
50

40

Eficéacia (%)

0 0,5 1 2 5 10
Concentragcdo mg mL"!

Figura 8 - Efeito do 6leo essencial de Lippia gracilis na integridade de
membrana, eclosdo e mortalidade de ovos de acantocéfalo. Letras diferentes
representam diferenca entre concentragdes.
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Figura 9 - Eficacia (%) do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre a

inviabilizacdo dos ovos de Neoechinorhynchus buttnerae.
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Figura 10 - Eficdcia (%) do 6leo essencial de Lippia gracilis sobre a
inviabilizagdo dos ovos de Neoechinorhynchus buttnerae.

Com relacdo a eficdcia dos tratamentos na inviabilizacdo dos ovos de N. buttnerae o
6leo essencial de L. alba (Fig. 10), teve baixa capacidade de inviabiliza¢do, causando menos
de 35% de mortalidade mesmo na maior concentragdo utilizada, o que sugere que este 0leo
nao é o mais indicado para o controle deste estdgio do parasito.

Em contraste, o 6leo de L. sidoides (Fig. 11) alcangou uma eficicia de mais de 40% ja
nas menores concentracdes (0,5 e 1 mg mL '), apresentando um efeito dose dependente. A
maior concentracao utilizada inviabilizou 100% dos ovos do acantocéfalo.

A concentragdo de 1 mg mL™! do 6leo essencial de L. gracilis (Fig. 12) inviabilizou
cerca de 40% dos ovos que foram contabilizados e, na maior concentragdo utilizada, o dleo
essencial apresentou 100% de eficécia ovicida.

O modelo de regressao nao-linear logistica assimétrica (Fig. 9) utilizado para avaliar a
correlagdo do uso de 6leos com a inviabilizagdo dos ovos, demonstrou que os 6leos essenciais
de L. alba e L. gracillis tiveram relacdo com a inviabilizacdo dos ovos (R=0,7%) e o
tratamento com a L. sidoides, apresentou maior fator de correlacdo entre a inviabiliza¢do de
ovos e o uso dos 6leos (R=0,9%) sendo, portanto, o mais indicado para uso no controle dessa
fase inicial do parasito. O uso do 6leo de Lippia gracilis teve a mais baixa correlacdo com a

mortalidade dos ovos (0,7247).
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Figura 11 - Curva de mortalidade dos ovos de Neoechinoryhnchus buttnerae expostos a diferentes
concentragdes dos 6leos de Lippia spp.

2.4 DISCUSSAO

As andlises de composicdo dos Oleos essenciais apresentaram a carvona coOmo
componente majoritario (58,2%) da L. alba, seguida pelo limoneno (19,2%), corroborando o
estudo de Soares et al. (2016), que relataram composi¢do semelhante de 61,7% e 17,5% dos
respectivos compostos. Timol (72, 2%) e p-cimeno (8,1%) foram os compostos fendlicos mais
abundantes no 6leo de L. sidoides utilizado neste estudo, diferentemente do relato de Botelho
et al. (2007) que encontraram apenas 58,7% de timol e tiveram carvacrol (18, 2%) como
segundo componente majoritdrio sendo, este Gltimo, o componente principal (42,2%) do 6leo
de L. gracilis.

Em estudo, Hashimoto et al. (2016) e Soares et al (2017) observaram eficacia de 100%
dos OEs de L. sidoides e L. origanoides contra monogenoides de branquias de tildpia e
tambaqui, nas concentracdes de 320 e 160 mg L, respectivamente. A eficicia destes OEs e

de seus componentes também ja foi relatada contra bactérias patogénicas de peixes
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(MAJOLO et. al., 2017; HEO et al., 2012) e protozodarios (VALLADAO, 2016; SOARES et
al., 2017b). No presente estudo, o dleo essencial de Lippia sidoides apresentou maior eficicia
ovicida contra o acantocéfalo N. buttnerae, provocando 80% de inviabilizacdo dos ovos na
concentracdo de 5 mg mL™!. O timol, composto majoritdrio presente neste 6leo essencial, ja
tem sua eficdcia comprovada contra larvas de nematddeos Anisakis spp. (GIARRATANA et
al., 2014).

Ainda ndo ha estudos que informem o mecanismo de agdo dos 6leos essenciais no
revestimento corporal dos parasitos, mas alguns autores afirmam que o efeito anti-helmintico
dessas substancias se deve ao potencial lipofilico, que faz com que os 6leos penetrem através
das paredes fosfolipidicas, componentes das membranas de parasitos e bactérias (BAKKALLI
et al., 2008). Em um estudo histoquimico dos envoltérios de ovos de Acanthosentis sp.
(Acanthocephala), Anantaraman e Ravindranath (1975), relataram que a segunda camada dos
ovos destes parasitos é composta por uma matriz glico-lipo-protéica, formando uma por¢ao
polissacaridica que € identificada como mucopolissacarideo. Por ser altamente lipofilico, o
componente majoritario da Lippia sidoides (timol) provavelmente foi o que reagiu com a
membrana dos ovos e causou a sua inviabilizagdo. Adicionalmente, Molan e Faraj (2010)
relatam que o grupo radical fendlico presente nas estruturas quimicas dos Oleos esséncias,
estdo relacionados com a inibi¢do das enzimas (proteases, lipases, quitinases, beta glucosidase
e leucina aminopeptidase) chamadas de “enzimas de eclosdo”, que sdo responsaveis por
iniciar a eclosdo de ovos de helmintos (MOLAN e FARAJ, 2010).

Os ovos encontrados no presente estudo apresentaram intersticios granulares entre as
membranas, similarmente ao descrito por Tarachewski (1992). Além disso, foi possivel
observar a presenca de células formando uma massa nuclear, também definida como
mesoderme, origindria da acantela (SCHIMIDT, 1985). A composicdo e a estrutura dos
envoltérios de ovos de acantocéfalos estdo diretamente relacionadas a sobrevivéncia de
embrides no ambiente e a busca e captura dos ovos pelo hospedeiro intermedidrio. Além de
preservar a viabilidade dos acantores no ambiente, a casca também deve protegé-los das
enzimas digestivas nos intestinos dos hospedeiros finais e das se¢des do trato digestivo nos
hospedeiros intermedidrios (NIKISHIN, 2001).

O primeiro envelope € derivado da membrana de fertilizacdo, e possivelmente foi
modificada em certo grau para que pudesse ser mantida em ambiente externo (NIKISHIN,
2001; WONGKHAM E WHITFIELD, 2004). Taraschewski et al. (1992) descreveram o
segundo envelope, também chamado de envelope suplementar de Neoechinorhynchus rutili e

destacaram a sua importancia para a invasiao do hospedeiro intermediario aquatico. De acordo
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com os autores, o envelope suplementar € caracterizado por uma membrana curva e é
expelido quando o primeiro sofre alguma injuria. Tal envoltério absorve uma por¢do de dgua
do ambiente, aumenta a estrutura do ovo e possibilita sua flutuacdo na superficie. Para
exemplificar esse fato, Wongkham e Whitfield (2004) relataram que quando os ovos de
Pallisentis rexus estdo imersos na dgua, o envelope suplementar se equilibra e o volume da
estrutura se expande. Isto resulta na flutuacdo dos ovos para a superficie, o que estreita a
proximidade do ovo com o hospedeiro intermedidrio microcrusticeo e aumenta a sua chance
de sobrevivéncia.

Nos estudos com acantocéfalos, existe uma discrepancia acerca da quantidade de
envoltdrios que os ovos possuem, havendo relatos de duas (WARD, 1940), trés (MERRITT E
PRATT, 1964), quatro (UGLEM, 1972) e até cinco envoltérios (TARASCHEWSKI et al.,
1992) de espécies do género Neoechinorhynchus. Porém, semelhante ao trabalho de Lourenco
(2017), no presente estudo foi possivel observar 3 envelopes revestindo a larva acantor. Em
todos os casos, os elementos da parede de ovos sdo formados por uma camada de material
semelhante a queratina (MARCHAND, 1984b; TARASCHEWSKI et al., 1992). Monne
(1964) sugeriu que este componente pode ser formado a partir dos materiais sintetizados
provenientes das reservas de glicogénio do acantor.

As informacOes sobre o controle de fases iniciais de acantocéfalos ainda sdo
inexistentes, havendo estudos somente com a forma adulta do parasito, como o de Santos et.
al., (2018) que utilizaram OEs de Piper hispidinervum em adultos de N. buttnerae e relataram
100% de eficdcia em apenas 15 min de exposicdo a concentracdes a partir de 3,125 mg ml™.
Em outro estudo buscando formas de controle in vitro e in vivo de N. rutili, Taraschewski et.
al. (1990), testaram 20 quimioterdpicos diferentes e encontraram eficidcia em somente 2 deles,
loperamida e niclosamida, sendo, este ultimo, ndo recomendado para tratamentos de
acantocefalose em peixes por causa de sua alta toxicidade para esses animais.

Em estudo de 2016, Rosny et al. (2016) relaam que ao utilizar 0,2 g Kg™! do extrato de
alho (Allium sativum) na suplementacdo dietdria de bagre Clarias batrachus, foi possivel
observar 80% de eficécia contra acantocéfalos. Também realizando suplementacdo alimentar,
Costa et al. (2018) relataram eficdcia de 100% com o 6leo de M. piperita a 540 mg L' em
testes in vitro durante 24 h de exposicdo. Os mesmos autores também obtiveram 85% de
eficicia contra N. buttnerae utilizando o 6leo essencial de Mentha piperita a 0,54 g Kg'! em
suplementacdo alimentar. Similarmente, Salaro (2017), relatou 100% de eficdcia do dleo

essencial de M. piperita a 400 mg L contra N. buttnerae. O autor também obteve alta
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eficicia do 6leo Melaleuca alternifolia, Ocimum basilicum e Allium sativum, contra este
parasito em testes in vitro.

A partir disso, € possivel observar que os 6leos essenciais possuem potencial anti-
helmintico e sdo capazes de agir contra o desenvolvimento do acantocéfalo, podendo ser
substitutos aos quimicos utilizados no controle de parasitoses de peixe, devido as suas
propriedades bioativas como baixa densidade e rdpida difusdo através das membranas
celulares (potencial lipofilico), danificando as estruturas internas € membranas celulares dos
parasitos, provocando lise celular. (SANTOS, 2018).

O presente estudo relatou 100% de eficécia na concentracdo de 2 mg mL™! de OE de L.
sidoides contra ovos de Neoechinorhynchus buttnerae corroborando o estudo de Camurca-
Vasconcelos et al. (2007), que utilizaram 1,75 mg mL™! do mesmo 6leo e relataram a inibicdo
de mais de 98% da eclosio do nematoide Haemonchus contortus em ratos. No presente
estudo, os demais 6leos utilizados na mesma concentragdo promoveram eclodibilidade de
ovos significativamente maior que a mortalidade, demonstrando que mesmo que pertencam a
um mesmo género € possuam uma estrutura quimica parecida, os 6leos essenciais possuem
componentes majoritdrios completamente distintos que podem ou ndo surtir um efeito
satisfatorio, mesmo em pequenas quantidades utilizadas.

Foi possivel observar que somente as concentracdes mais altas dos dleos de L. gracilis
e L. alba (5 e 10 mg mL"!, respectivamente), causaram inviabilizacdo significativa dos ovos,
dificultando sua utilizagc@o na aquicultura por conta da quantidade excessiva e da dificuldade
de obtenc¢do do 6leo essencial em grande escala. Adicionalmente, ressalta-se que o efeito dos
6leos essenciais no organismo do hospedeiro definitivo ainda ndo é totalmente esclarecido.

Diante disso, ¢ importante a continuidade de estudos nesta drea, especialmente
avaliando o efeito dos Oleos essenciais do gé€nero Lippia na fisiologia do hospedeiro
definitivo, além da investigacio do mecanismo de acdo dos dleos para a inviabilizagdo dos
ovos por rompimento dos envoltérios que recobrem a larva acantor, de forma que seja
possivel elucidar qual a verdadeira afinidade destes compostos com as estruturas dos ovos de

acantocéfalo.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostra que, de fato, existe uma substancia fitoterdpica capaz de
inviabilizar os ovos de N. buttnerae, sendo um ponto de partida para estudos posteriores com
as formas de aplicacdo mais eficazes destas substancias. A estrutura dos ovos de N. buttnerae
¢ similar aos de espécies do mesmo género, mas ainda sdo necessdrios estudos que abordem a
composi¢ao dos envoltérios do ovo do N. buttnerae, além de testes com outras substancias
fitoterdpicas

Com relacdo aos tratamentos, observou-se que os 6leos essenciais, embora do mesmo
género, tém composicdes quimicas totalmente distintas entre si, podendo ou ndo surtir efeito
mesmo em baixas concentragdes utilizadas. Estudos posteriores abordando a viabilidade
econOmica do cultivo de plantas medicinais para extragdo e comercializa¢do dos fitoterdpicos
devem ser realizados, afim de facilitar a utilizacdo destas substancias no controle de
parasitoses em peixes. Além disso, a avaliagdo do efeito dos 6leos de Lippia spp. na fisiologia
do hospedeiro definitivo também € necessaria para comprovagdo do potencial anti-helmintico

dessas substancias sem que seja prejudicial para o hospedeiro definitivo.
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