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Apresentacao

A producao de peixes no Brasil vem crescendo de forma acelerada,
tomando um lugar importante na producao de alimentos. Com a
intensificacao da piscicultura, problemas e prejuizos relacionados a
sanidade tém sido mais frequentes. Em alguns casos extremos, a
perda de peixes por enfermidades chega a inviabilizar a continuidade
de alguns empreendimentos. Consequentemente, os piscicultores vém
demandando, cada vez mais, pesquisas com a utilizacao de produtos
alternativos para controlar o surgimento de parasitos e doencas, além
de tratamento que possa substituir os produtos quimicos de potencial
toxico, possiveis causadores de danos ambientais e a saide humana.

Assim, este documento apresenta protocolos para utilizacao de éleos
essenciais, discutindo aspectos da diluicao e métodos para testa-los, no
controle de parasitas monogenoides.

Luiz Marcelo Brum Rossi
Chefe-Geral
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Introducao

A aplicacao de 6leos essenciais e extratos de plantas na aquicultura
vém sendo estudada como método alternativo a utilizacado de
quimioterapicos, os quais tém sido empregados, ao longo dos anos, na
prevencao e no tratamento de doencas em peixes, embora apresentem
impactos negativos conhecidos na producao, como resisténcia
bacteriana e parasitaria e acimulo nos tecidos do pescado quando o
uso € indiscriminado (CHAGAS et al., 2014; HARIKRISHNAN et al.,
2011; REVERTER et al., 2014).

Jé foi demonstrado que produtos originados de plantas tém aplicacao
na aquicultura como estimulante do apetite, promotor do crescimento,
imunoestimulante e antiparasitario (CARSON; RILEY 2013;
CHAKRABORTY et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2016; REVERTER et
al., 2014). Essas funcoes estao ligadas principalmente a substancias
(moléculas) como alcaloides, terpenoides, saponinas e flavonoides, que
podem atuar de forma isolada ou combinada por meio de sinergismo
entre as moléculas (CHAKRABORTY et al., 2013). Os 6leos essenciais,
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extraidos de plantas aroméaticas, formam concentrados liquidos
hidrofébicos caracterizados por alta volatilidade e forte odor (BAKKALI
et al., 2008).

Testes com esses 6leos tém demonstrado resultados promissores no
controle de doencas parasitarias em peixes, principalmente contra
protozoarios, helmintos e crustaceos (EKANEM et al., 2004; KHALIL;
EL-HOUSEINY, 2013; ORIAKPONO et al., 2012; WU et al., 2011;
ZHANG et al., 2013). As doencas parasitarias provocam prejuizos
econdmicos na producao brasileira em consequéncia, principalmente,
de surtos, embora dados estatisticos relativos a essas perdas sejam
escassos para comprovacao. Em paises asiaticos, por exemplo, perdas
por parasitoses, na ordem de US$ 500 milhdes, ja foram registradas na
década de 1990 (HARIKRISHNAN et al., 2011).

A aplicacao dos 6leos essenciais na prevencao e tratamento dessas
doencas é feita de duas formas: ou por administracao oral, adicionando
os 0Oleos na racao; ou na forma de banhos, também conhecidos por
banhos terapéuticos (FOUZ et al., 2001; WISE; TERHUNE, 2001;

WU et al., 2011). Contudo, antes da indicacdo desses 6leos para uso
na aquicultura, é preciso realizar diversos testes e padronizacao de
procedimentos. Nesse sentido, este documento apresenta e discute
aspectos da diluicao de 6leos essenciais; métodos para testa-los, tanto
diretamente nos parasitos (organismos-alvo), os chamados testes in
vitro, quanto seus efeitos e a toxicidade nos peixes (organismos-nao
alvo) para emprego via banhos terapéuticos, os testes in vivo. O grupo
de parasitas-alvo deste documento sdo os monogenoides, helmintos
que ocorrem em branquias e corpo dos hospedeiros e que apresentam
importancia para a piscicultura, pois sdo capazes de provocar lesdes
que abrem portas para infecgdes bacterianas secundarias (IWASHITA;
MACIEL, 2013; UZUN; OGUT, 2015).
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Os protocolos descritos foram validados para os seguintes éleos
essenciais: hortela-pimenta (Mentha piperita), alfavaca-cravo (Ocimum
gratissimum), erva-cidreira (Lippia alba), alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) e gengibre (Zingiber officinale). Contudo, para descrever
alguns exemplos, utilizou-se o 6leo essencial de hortela-pimenta (V.
piperita).

Diluicao dos é6leos essenciais

Os 6leos essenciais sao obtidos principalmente pelos processos

de hidrodestilacao e vaporizacao, dependendo da sua densidade e
composicdo (SANTOS et al., 2004). Como os 6leos essenciais sdo
volateis, insoluveis em agua, viscosos e complexos, para facilitar

a sua solubilidade é necessario utilizar solventes (etanol, metanol),
detergentes ou agentes emulsificantes, como o Tween (polissorbato) e
o DMSO (dimetil sulféxido) (NASCIMENTO et al., 2007).

A solubilidade dos 6leos essenciais pode ser avaliada por ensaios
qualitativos (HANSEN, 1967), nos quais é possivel verificar se a adicao
de diversos solventes ao soluto torna o 6leo soluvel ou insoluvel (Figura
1).

Foto: Claudia Majolo

Figura 1. Teste de solubilidade do 6leo essencial de Mentha piperita em DMSO:
(1) insolavel; e (2) soluvel.
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No caso dos 6leos citados, apds uma série de testes de solubilidade
com utilizagcdo de 10% em massa de soluto, de acordo com Brusantin
(2000), obteve-se a solubilizacdo das amostras dos 6éleos essenciais em
menor proporcao de solvente (1:10 m/v). Os diluentes mais indicados
foram o alcool (etanol) e o DMSO, ja que nos ensaios in vitro nenhum
desses afetou os parasitos monogenoides na maior concentracao de
diluicao testada.

Para se alcancar as concentracOes-teste, recomenda-se o preparo

de uma solucao de trabalho ou solucao-estoque mais concentrada,

que serd utilizada para preparar as demais concentracdes. Seguindo

a proporcao de 1:10 (m/v), no preparo de uma solucao-estoque com
concentracao de 100 mg/mL, deve-se homogeneizar 1,0 g do dleo
essencial, preferencialmente em baldo volumétrico, e completar o
volume até 10 mL de alcool ou DMSO. Exemplificando: no preparo

de uma solucdao com concentracao de 0,32 mg/mL, deve-se diluir

80 L da solugao-estoque em 25 mL de dgua. Assim, deve-se diluir
proporcionalmente, a partir dessa solucao-estoque, o volume adequado
para o alcance da concentracao final desejada, em placas de Petri, para
ensaios in vitro, ou em aquarios, caixas-d'agua e mesmo na agua de
embalagens ou caixas de transporte de peixes, quando da utilizacao
para banhos terapéuticos. Destaca-se ainda que a dgua utilizada para
preparacao das concentracdes-teste deve ser a prépria dgua do tanque
dos organismos aquaticos.

Apds definicdo dos agentes solubilizantes mais efetivos e o preparo das
diluicoes do 6leo essencial, é preciso avaliar sua acao isolada contra os
organismos-alvo (parasitas) e nao alvo (peixes), como sera visto nos
topicos “Ensaios in vitro com monogenoides” e “Ensaios in vivo com
monogenoides”.
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Ensaios in vitro com monogenoides

Os ensaios in vitro consistem em uma etapa preliminar de qualquer
procedimento para teste de produtos terapéuticos e visam obter
melhor resposta na eficacia do produto para controle de patégenos

em peixes. Esse processo tem por objetivo testar a sensibilidade do
organismo-alvo ao composto avaliado. Ressalta-se a importancia de
avaliar a sensibilidade desse organismo também ao diluente utilizado.
E possivel ainda verificar a eficacia do composto nas diferentes fases
de desenvolvimento do organismo, no caso de parasitas monogenoides
(ovo, oncomiracidio, larva/juvenil e adulto), as quais podem apresentar
niveis de resposta diferenciados ao 6leo essencial, o que iré influenciar
na eficacia do produto (ANDRADE-PORTO, 2015).

Protocolo

1. Separar peixes parasitados naturalmente ou experimentalmente por
monogenoides com prevaléncia minima de 20 parasitos por campo.
Identificar a(s) espécie(s) de monogenoide(s) presente(s).

2. Preparar as concentracoes do 6leo essencial a ser avaliado. Preparar
um tratamento contendo apenas a maior concentracdo do diluente
utilizado para diluir o 6leo essencial (controle positivo) e um
tratamento controle contendo somente agua.

3. Separar placas de Petri de mesmo didmetro (indica-se 5,5 cm para
utilizar um volume menor de 6leo essencial) e acrescentar a solucao
contendo as concentracdes do 6leo essencial a serem avaliadas.

4. Proceder a eutandsia' dos peixes e remover os arcos branquiais
acondicionando-os individualmente nas placas de Petri com a
solucao teste (Figura 2).

'A eutanasia dos animais deve seguir preceitos de ética e bem-estar animal (AMERICAN
VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2013; CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTACAO AMBIENTAL, 2013).

13
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10.

11.

12.

13.

Considerar cada arco branquial como uma repeticao, devendo-se
utilizar pelo menos trés repeticoes para cada concentracdo avaliada.

Colocar os arcos branquiais simultaneamente nas placas de Petri e
iniciar a contagem do tempo.

Submergir totalmente os arcos branquiais na solucdo com éleo
essencial.

Ajustar os crondmetros de cada observador e programa-los
para dispararem a cada 15 minutos, intervalo estabelecido para
observacao dos parasitos.

E recomendavel que cada observador fique com uma concentracio
do 6leo essencial e suas respectivas réplicas.

Observar as placas de Petri em microscépio estereoscopico
preferencialmente da mesma marca e com a mesma intensidade de
luz.

Cada observador deve ter uma ficha de registro de mortalidade por
réplica. Cada ficha deve conter: nome da espécie de peixe, nome
da espécie de parasito, concentracao do 6leo essencial, tempo,
comportamento do parasita (vivo ou morto) e nome do observador.

Registrar, a cada 15 minutos, iniciando do tempo zero, o nimero de
monogenoides mortos e vivos.

Finalizar o teste quando todos os parasitos monogenoides do grupo
controle forem a ébito.
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Foto: Patricia Maciel

Foto: Irani Morais

Figura 2.

Separacéo dos
arcos branquiais.

Exposicédo de
arcos branquiais
a diferentes
concentragcdes do
6leo essencial de
Mentha piperita
(0; 0,08; 0,16

e 0,32 mg/mL),
utilizando placas
de Petri.

Contagem de parasitas
monogenoides nas branquias,
em microscépio estereoscoépico.

Arco branquial com parasitas
monogenoides vistos ao
microscépio estereoscopico.

Fotos: Patricia Maciel

Etapas do ensaio in vitro com monogenoides.

15
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Ensaios de toxicidade

As avaliacoes in vivo devem ser precedidas de ensaios de toxicidade.
Esses ensaios sdo conduzidos para avaliar os efeitos toxicos e adversos
provocados pelo emprego do 6leo essencial ou qualquer produto

sobre os organismos aquaticos. Caracteriza-se como efeito téxico

a mortalidade do organismo e como efeitos subletais as alteracdes

no crescimento e desenvolvimento, na reproducao, nas respostas
patoldgicas, fisiolégicas e comportamentais (RAND; PETROCELLI,
1985).

Por meio desses ensaios sdo estabelecidos limites seguros para uso
comercial, visto que, muitas vezes, a dosagem terapéutica para o
organismo-alvo pode ser préxima a dosagem letal para o organismo-nao
alvo. Desta forma, a recomendacao da concentracao de determinado
produto, por meio dos resultados obtidos em ensaios de eficacia in vitro
e de toxicidade, torna-se mais segura.

Protocolo
1. Conduzir os ensaios de toxicidade em sistema estatico, com
aeracao constante, durante 96 horas.

2. Nao alimentar os peixes durante o periodo de exposicao ao 6leo
essencial.

3. Realizar ensaios preliminares para conhecer a tolerancia dos peixes
ao Oleo essencial, visando estabelecer a menor concentracao que
causa letalidade a 100% dos organismos e a maior concentracéo
na qual ndo se observa letalidade para uso nos testes definitivos.

4. Utilizar, nos ensaios definitivos, unidades experimentais
(preferencialmente aquarios) com volume fixo, podendo variar de
10Labo L.

5. Aclimatar os peixes nas unidades experimentais por um periodo de
48 horas (Figura 3).
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Estabelecer, com base nos ensaios preliminares, cerca de seis
concentracdes de cada produto/dleo essencial para constituirem os
tratamentos experimentais, com pelo menos trés repeticées cada.

Estipular periodo de exposicdo de 96 horas e registros de
mortalidade a cada 24 horas.

Avaliar também, durante o periodo de exposicdo ao 6éleo essencial,
o padrdao comportamental dos peixes, no que se refere a perda

de equilibrio, agitacdo, aumento na frequéncia de batimentos
operculares, natacao erratica, bem como ocorréncia de hemorragias
externas.

Registrar, durante os ensaios, as varidveis de qualidade da agua,
como temperatura, oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade, dureza e
amonia téxica.

Deve-se calcular, com os dados de mortalidade dos peixes, a
concentracdo média letal (CL, ) pelo método Trimmed — Spearman
Karber (HAMILTON et al., 1977). A CL,, é a concentracdo média
estimada que produz mortalidade de 50% da populacao teste, no
periodo de 24 horas a 96 horas de exposicao (RAND; PETROCELLI,
1985).

Figura 3. Aclimatacdo dos peixes em unidades experimentais para conducao
dos ensaios de toxicidade.

Foto: Erix Batista
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Ensaios in vivo com monogenoides

Com os resultados dos ensaios de toxicidade, podem ser realizados

0s ensaios in vivo. Esses ensaios, ou banhos terapéuticos, sao
recomendados para o tratamento de monogenoides e podem ser
aplicados inclusive durante o transporte dos peixes, visando a reducao
da infestacao parasitéaria (Figura 4). Os banhos podem ter duracao
variada, que ird depender da concentracao e toxicidade do éleo
essencial testado. Os banhos de imersao rapidos sao caracterizados
por utilizar concentracdes elevadas do produto e terem duragcao de
aproximadamente 5 minutos; os banhos de curta duracao utilizam
baixas concentracdes e exposicao por um periodo de 30 a 60 minutos;
e nos banhos prolongados ou indefinidos, o produto é utilizado em
baixas concentracdes por 12 horas ou mais (PAVANELLI et al., 2008).

Foto: Edsandra Chagas

Figura 4. Aplicacao de 6leo essencial de Mentha piperita na 4gua de transporte
de tambaquis para o controle de monogenoides.
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Protocolo
1. Conduzir os ensaios em sistema estatico, em aquarios ou caixas-
d'agua de volume conhecido (Figura b5).

2. Colocar os aquérios para aerar pelo menos um dia antes do
experimento. A aeracao devera ser constante.

3. Registrar, antes e depois dos ensaios, as varidveis de qualidade
de dgua, como temperatura, oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade,
dureza e amoénia toéxica.

4. Considerar como nivel minimo de infestacdo dos peixes a
quantidade de 50 parasitos. Em caso de baixa infestacao
parasitaria, recomenda-se reduzir a renovacao de dgua nas caixas,
manter o sistema estatico, para promover as reinfestacoes dos
monogenoides.

5. Realizar de forma aleatéria a distribuicao dos peixes e dos
tratamentos nos aquarios.

6. Colocar os peixes nos aqudrios para aclimatacdo 24 horas antes do
inicio do ensaio.

7. Deixar os peixes em jejum durante a realizacdo dos banhos.
8. Preparar as concentracoes do 6leo essencial a serem avaliadas.

9. Adicionar a concentracao indicada de 6leo essencial com o auxilio
de provetas ou seringas, distribuindo uniformemente o liquido pelas
bordas do aquério ou caixa-d’agua.

10. Registrar o comportamento dos peixes, como perda de equilibrio,
agitacao, aumento na frequéncia de batimentos operculares,
natacao erratica, bem como ocorréncia de hemorragias externas
durante o ensaio.
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11. O tempo de exposicao dos peixes ao 6leo essencial vai depender
dos resultados obtidos no teste in vitro, podendo variar de banhos
de imersao rapidos, de curta duracao ou de longa duracao.

12. Coletar, apés o término dos banhos, amostras dos peixes para as
andlises parasitoldgicas. Recomenda-se que parte das amostras de
branquias coletadas seja analisada imediatamente apds a coleta,
enquanto a outra metade das branquias ou peixes inteiros podem
ser fixados em formol 5% para posterior contagem dos parasitos
(Figura 6). A contagem imediata de parasitos visa observar o
numero de parasitos vivos e mortos. Outra forma de fixacao das
branquias é coloca-las em um frasco e banha-las com agua a 60°C
e, depois de aproximadamente 30 minutos, completar a 4gua do
frasco com formol até alcancar a concentracao de formol 5%.

13. Efetuar a contagem dos monogenoides nas branquias dos
peixes com o auxilio de microscépio estereoscépico. Quando a
branquia for analisada imediatamente apds a coleta, registrar os
monogenoides mortos e vivos. Quando analisar amostras fixadas
em formol, contabilizar o nimero total de monogenoides.

14. Trocar, apds o tempo dos banhos, toda a agua dos aquarios ou
colocar os peixes restantes em outros aqudrios ou caixas-d’agua
contendo agua sem o 6leo essencial.

15. E importante avaliar a recuperacdo dos animais por um periodo de
96 horas.

16. A eficacia dos tratamentos com 6leo essencial no controle dos
monogenoides é calculada pela férmula:
EF = MNPGC - MNPGT x 100/ MNPGC

Em que: EF = Eficacia; MNPGC = Média do nimero de parasitas no
grupo controle; e MNPGT = Média do nimero de parasitas no grupo
tratado (DOTTA, 2015).
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Foto: Susanne Oliveira

Figura 5. Unidades experimentais onde sdo conduzidos os testes in vivo ou
banhos terapéuticos.

Figura 6. Fixacdo de amostras em formol 5% para posterior contagem de mo-
nogenoides: (A) peixes inteiros; (B) branquias de tambaqui.

Foto: Susanne Oliveira

21



22

Protocolos para Emprego de Oleos Essenciais no Controle de Monogenoides,
Parasitas de Branquias de Peixes

Consideracoes finais

No estabelecimento de tratamentos para doencas parasitarias em
peixes, como as ocasionadas por monogenoides, deve-se primeiramente
conduzir os ensaios in vitro e posteriormente os in vivo, visando
estabelecer protocolos eficazes, seguros e vidveis para uso na criacao
de peixes quando do diagndstico dessa parasitose. Ha a necessidade
ainda de realizar ensaios para avaliar os efeitos secundarios dessa
aplicacao sobre a fisiologia dos animais, por meio de andlises
hematolégicas, bioquimicas e histolégicas, além de quantificar o nivel
residual nos tecidos dos peixes, determinando o periodo de caréncia
para 0 consumo.
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