COMUNICADO
TECNICO

164

Macapa, AP
Dezembro, 2022

En@a

ISSN 1517-4077

OBJETIVOS DE
DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

TRABALHO DECENTE
E CRESCIMENTO
ECONOMICO

Estudo da atividade
anti-helmintica in vitro

de oleorresina de copaiba
contra monogenéticos

de tambaqui

Marcos Tavares-Dias
Dayna Filocredo Malheiros



Estudo da atividade anti-helmintica
In vitro de oleorresina de copaiba
contra monogenéticos de tambaqui’

' Marcos Tavares-Dias, Bidlogo, doutor em Aquicultura de Aguas Continentais, pesquisador da Embrapa
Amapa, Macapad, AP. Dayna Filocredo Malheiros, Bidloga, mestre em Biodiversidade Tropical, doutoranda
em Biodiversidade Tropical, Universidade Federal do Amapa, Macapa, AP.

Introducao

Monogenea sao ectoparasitos en-
contrados principalmente nas branquias
€ na superficie corporal dos peixes hos-
pedeiros (Alves et al., 2019; Barriga et
al., 2020; Malheiros et al., 2020). Nos
peixes, 0s parasitos monogenéticos
podem provocar reagdes infecciosas
quando em elevado parasitismo. Nas
branquias, essas reagbes ao parasitis-
mo podem variar com a abundancia e
espécies de parasitos, levando a hiper-
plasia celular, hipersecregdo de muco,
hemorragias e edemas nos filamentos
branquiais e, ainda, podem favorecer
a ocorréncia de infeccbes secunda-
rias causadas por bactérias (Martins;
Romero, 1996; Tavares-Dias et al.,
2021). Assim, os monogenéticos estao
entre os mais importantes parasitos para
a piscicultura. Como esses parasitos po-
dem ser patogénicos, seu controle pode
representar até 22% dos custos totais da
produgédo de uma piscicultura (Forwood
et al., 2013; Ernst et al., 2002).

Em peixes, a investigagao da agéo an-
tiparasitaria de agentes anti-helminticos

pode ser feita usando ensaios in vitro,
realizados em placa de Petri. Os ensaios
in vivo podem ser conduzidos usando
banhos terapéuticos ou adigdo do farma-
co na ragao dos peixes (Tavares-Dias,
2018), para o tratamento das infecgbes
parasitarias. Assim, usualmente, o que
ocorre é a investigagéo prévia in vitro dos
niveis de eficacia dos anti-helminticos
para posterior aplicagdo nos tratamentos
com banhos terapéuticos (Sitja-Bobadilla
et al., 2006; Tavares-Dias, 2018).

Oleorresina de Copaifera spp. apre-
senta propriedades antimicrobiana,
anti-inflamatéria, gastroprotetora, anti-
tumoral, antisséptica, antifungica, tripa-
nossomicida e larvicida (Veiga Junior;
Pinto, 2002; Santos et al., 2008; Heck
et al,, 2012; Guimaraes et al., 2016;
Trindade et al., 2018), devido a presenga
de varios sesquiterpenos e diterpenos
em sua composi¢cdo quimica (Leandro
et al., 2012; Trindade et al., 2018). Além
disso, oleorresina de copaiba (Copaifera
reticulata) demonstrou atividade anti-
-helmintica in vitro e in vivo contra mo-
nogenéticos das branquias de tambaqui
(Colossoma macropomum) (Malheiros



et al., 2020, 2022). Como oleorresina de
copaiba é usada também na preparagao
de uma variedade de produtos terapéu-
ticos e cosméticos (Rigamonte-Azevedo
et al., 2006; Trindade et al., 2018), pode
ser encontrada em redes farmacéuticas.

O objetivo desta publicacao foi des-
crever a metodologia para estudo da ati-
vidade anti-helmintica in vitro de oleor-
resina de copaiba contra monogenéticos
de tambaqui.

O trabalho aborda aspectos impor-
tantes do desenvolvimento da piscicul-
tura de 4gua doce, visando sustentar o
crescimento econdmico e expandir essa
atividade produtiva na regido amazdnica,
contribuindo para o alcance do Objetivo
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
8 — Promover o crescimento econdmico
sustentado, inclusivo e sustentavel, em-
prego pleno e produtivo e trabalho de-
cente para todos.

Este teve aprovagao da Comissao de
Etica para o Uso de Animais da Embrapa
Amapa (Protocolo: 013-CEUA/CPAFAP)

e tem cadastro no Sisgen (ABAB016).

Materiais e métodos

Arcos branquiais de C. macropomum
(44,8 +19,2ge 15,3 £ 3,5 cm) foram utili-
zados para avaliar o tempo de exposigao
e as concentragcdes de oleorresina de
C. reticulata que podem causar mortalida-
de in vitro em espécimes de monogené-
ticos. Cada arco branquial de tambaqui,
naturalmente parasitado por monogené-
ticos, foi individualizado em placa de Petri
(5cmdediametro) eimerso emdiferentes

Foto: Marcos Tavares-Dias

concentragdes (200 mg/L, 400 mg/L,
600 mg/L, 800 mg/L e 1000 mg/L) de ole-
orresina de copaiba, usando trés repeti-
¢bes para cada concentracao testada.
Um grupo controle com agua do tanque
de cultivo foi usado e um outro grupo
controle com agua do tanque de culti-
vo + dimetilsulféxido (DMSO), utilizado
como solvente da oleorresina de copai-
ba. Oleorresina de copaiba deve ser di-
luida na proporcao de 1:10 (1 g de dleo:
10 mL de DMSO).

Usando um estereomicroscopio
(aumento 4x), campos de visdo contendo
em torno de 20 monogenéticos (Figura 1)
foram selecionados em cada repeti¢ao,
e, apds a submersao dos arcos bran-
quiais nas diferentes concentragdes de
copaiba, a cada 5 minutos foram realiza-
das visualizagdes para quantificar o nu-
mero de monogenéticos vivos e mortos,
até a mortalidade de 100%. Parasitos
mortos foram considerados aqueles que

Figura 1. Monogenéticos observados em
estereomicroscopio com aumento de 4x.



se desprenderam do tecido branquial ou
quando aderidos ao tecido branquial per-
deram totalmente a mobilidade (Soares et
al., 2016). Em seguida, a eficacia de cada
tratamento foi calculada usando a seguinte
férmula: E (%) = [B-T] x 100%/B, em que
E é a eficacia da oleorresina de copaiba,
B é o numero médio de monogenéticos so-
brevivente no grupo controle com DMSO
e T é o numero médio de monogené-
ticos sobreviventes no grupo tratado com

copaiba (Zhang et al., 2014).

Resultados

Os monogenéticos encontrados nos ar-
cos branquiais pertencem a trés espécies:
Anacanthorus spathulatus, Notozothecium
Janauachensis e Mymarothecium boe-
geri. Esses parasitos foram encontrados
vivos ou com movimentos lentos apods
1 hora e 45 minutos de exposi¢ao nos gru-
pos controle, com agua do tanque de cul-
tivo e agua do tanque de cultivo + DMSO.
No grupo controle com agua do tanque,
os parasitos tiveram 100% de mortalidade

apos 8 horas de exposigéo e, no grupo
controle com agua do tanque de culti-
vo + DMSO, a mortalidade total (100%)
ocorreu apos 6 horas de exposigao.
Variagdo no tempo de mortalidade dos
monogenéticos ocorreu para as con-
centragdes de 200 mg/L, 400 mglL,
600 mg/L, 800 mg/L e 1.000 mg/L de
oleorresina de C. reticulata. Houve efi-
cacia de 100% em todas as concen-
tracbes usadas, sendo que na maior
concentragao de oleorresina de copa-
iba (1.000 mg/L) ocorreu alta eficacia
(97,2%) ap6s 15 minutos de exposi-
¢ao dos parasitos (Tabela 1).

Concentragbes in vitro de oleorre-
sina de C. reticulata foram testadas,
verificando-se que a maior concentragio
utilizada mostrou alta atividade anti-helmin-
tica, com eficacia maior que 97% depois de
apenas 15 minutos de exposig¢éo dos para-
sitos. Porém, devem ser realizados testes
de tolerancia dos peixes a esses produtos
naturais, pois a concentracao ideal para eli-
minagéo dos parasitos pode nao ser tole-

rada pelos peixes em banhos terapéuticos.

Tabela 1. Atividade anti-helmintica in vitro de diferentes concentragbes da oleorresina de
Copaifera reticulata no controle de monogenéticos de branquias de Colossoma macropomum.

exposicao

Agua do tanque
Agua + DMSO (250 pL)
200 mg/L
0 400 mg/L
600 mg/L
800 mg/L
1.000 mg/L

34,0 + 14,2
35,3+17,0
29,747
26,3+3,2
21,729
26,0+2,6
250+5,0

O O O o o o o

Continua



Continuagao da Tabela 1

exposicao

Agua do tanque 34,0+ 14,2
Agua + DMSO (250 L) 353+17,0 0
200 mg/L 28,0+£5,0 5,7
15 min 400 mg/L 25,0+4,4 4,9
600 mg/L 14,7 £ 11,1 32,2
800 mg/L 9,3%+11,0 60,0
1.000 mg/L 0,7%1,2 97,2
Agua do tanque 34,0+ 14,2 0
Agua + DMSO (250 L) 353+17,0 0
200 mg/L 24,3+9,0 18,1
30 min 400 mg/L 15,7 £ 13,2 40,3
600 mg/L 0 100
800 mg/L 0,3+0,6 98,7
1.000 mg/L 0 100
Agua do tanque 33,7+ 14,4 0,9
Agua + DMSO (250 pL) 313+ 144 13
200 mg/L 0,3+0,6 98,9
60 min 400 mg/L 0,7+1,2 97,3
600 mg/L 0 100
800 mg/L 0 100
1.000 mg/L 0 100
Agua do tanque 32,3+15,5 5,0
Agua + DMSO (250 pL) 240+98 32,0
200 mg/L 0 100
90 min 400 mg/L 0 100
600 mg/L 0 100
800 mg/L 0 100
1.000 mg/L 0 100
Agua do tanque 31,3+ 16,1 8,0
Agua + DMSO (250 pL) 24,0+ 9,8 32,0
200 mg/L 0 100
105 min 400 mg/L 0 100
600 mg/L 0 100
800 mg/L 0 100
1.000 mg/L 0 100
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