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Resumo: Na criacdo de tambaqui (Colossoma macropomum) endoparasitos intestinais vem
chamando a atencdo pelo aumento de casos em peixes cultivados na regido norte do Brasil. Este
estudo investigou a eficacia in vitro dos Gleos essenciais (OES) de quatro espécies de plantas da
familia Piperaceae, sendo elas; Piper hispidinervum, Piper hispidum, Piper marginatum e Piper
callosum, no controle do acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae que acomete o tambaqui. As
concentragdes testadas de OE foram: 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg.mL™?, em
triplicata, em placas de petri contendo 10 parasitos por placa. Neste ensaio in vitro, todos os OEs
estudados mostraram eficacia anti-helmintica contra o acantocéfalo N. buttnerae. Houve maior
mortalidade dos parasitos nas maiores concentracfes e tempos de exposicdo aos OEs testados. As
concentracgdes efetivas 50% (CEsq) foram obtidas através analise de probitos e avaliadas conforme o
tempo de exposicdo em 2, 6 e 24 horas. O OE de P. hispidinervum apresentou menores valores de
CEso, de 0,56; 0,54 e 0,51 mg.mL™ comparados aos valores de obtidos para Piper hispidum (CEs, de
5,44: 3,85 e 1,75 mg.mL™), Piper marginatum (CEs, de 2,98; 1,3 e 1,27 mg.mL™) e Piper callosum
(CEs, de 2,66; 2,16 e 2,16 mg.mL™).

Palavra-chave: tambaqui, Colossoma macropomum, CEx

Abstract: In the creation of tambaqui (Colossoma macropomum) intestinal endoparasites has
been calling attention to the increase of cases in fish farmed in northern Brazil. This study investigated
the in vitro efficacy of essential oils (OEs) of four species of plants of the family Piperaceae, these
being; Piper hispidinervum, Piper hispidum, Piper marginatum and Piper callosum, in the control of
Neoechinorhynchus buttnerae acanthocephalus that affect tambaqui. The tested concentrations of OE
were: 0.19; 0.39; 0.78; 1.56; 3.125; 6.25; 12.5; 25 and 50 mg.mL'l, in triplicate, into petri dishes
containing 10 parasites per plate. In this in vitro assay, all OEs studied showed significant activity
against the acanthocephal N. buttnerae. There was higher mortality of the parasites at the highest
concentrations and times of exposure to the OEs tested. Effective concentrations of 50% (ECs,) were
obtained through probit analysis and evaluated according to the exposure time in 2, 6 and 24 hours.
The OE of P. hispidinervum showed lower values of ECs, (0,56; 0,54 e 0,51 mg.mL™) compared to the
values obtained for Piper hispidum (ECs, de 5,44; 3,85 e 1,75 mg.mL™), Piper marginatum (ECs, de
2,98; 1,3 e 1,27 mg.mL™) and Piper callosum (ECs, de 2,66; 2,16 e 2,16 mg.mL™).
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Introducéo

O mercado mundial de pescado e
aquicultura deve crescer 17% até 2025,
passando de 166,8 milhdes de toneladas
registradas em 2013-15 para 1959
milhdGes, e no Brasil, deve registrar um
crescimento de 104% na produgdo da
pesca e aquicultura no mesmo ano (FAO,
2016). Em 2016, a producdo total da
piscicultura brasileira foi de 507,12 mil
toneladas, e o tambaqui (Colossoma
macropomum), muito cultivado na regido
norte, teve a segunda maior producdo com
136,99 mil toneladas (IBGE, 2016).

Nos sistemas de cria¢do, devem ser
empregadas praticas de manejo adequadas
gue incluem a qualidade da &gua,
qualidade nutricional e densidade dos
animais no viveiro, caso contrario, podem
ser ocasionados estresse e prejuizos ao
sistema imunoldgico, que resultaria em

patologias oportunistas, podendo levar o

animal a morte (WOO, 2006; XU et al.,
2012).

Entre o0s principais grupos de
parasitos nas pisciculturas brasileiras
podemos destacar 0s  protozoarios,
mixosporideos, crustdceos e helmintos
(MARTINS et al.,, 2001), e dentre os
helmintos, os acantocéfalos vem chamando
a atencdo pelo aumento de casos em peixes
cultivados na regido norte do Brasil,
possivelmente, decorrente da
intensificacdo dos sistemas produtivos sem
0 emprego de boas praticas de manejo
sanitario (CHAGAS et al., 2015). Segundo
Kabata (1985) e Dezfuli et al. (2002),
consequentes  efeitos  patoldgicos do
acantocefalo estdo relacionados a sua
probdscide, que ao fixar na parede
intestinal do hospedeiro gera infeccdes,
comprometendo o canal alimentar. Seu
ciclo de vida ainda é indefinido e est4

relacionado a sua cadeia trofica, sendo
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inicialmente necessario um artrépode
como  hospedeiro  intermediario, e
posteriormente um vertebrado (tambaqui)
como definitivo.

Esta  grande  variedade de
hospedeiros ajuda na maior disperséo
destes parasitos nos ecossistemas aquaticos
(SANTOS et al.,, 2013). As classes de
acantocéfalos que parasitam 0s peixes séo
as Palaeacanthocephala, Eoacanthocephala
e Polyacanthocephala (AMIN, 1985;
1987). No Brasil o0s géneros mais
importantes  séo: Echinorhynchus,
Neoechinorhynchus e
Polyacanthorhynchus (EIRAS et al.,
2010). Parasitando o tambaqui, hd o
registro do acantocéfalo
Neoechinorhynchus buttnerae da classe
Eoacanthocephala, que parasita o intestino
delgado do animal, e pode viver em média
um ano no seu hospedeiro definitivo
(SANTOS et al., 2013).

Diante desta problematica, muitos
produtos vém sendo usados para o controle
deste parasito, mas na sua maioria Sao
toxicos, trazendo risco para o animal, o
homem e o0 meio ambiente (CHAGAS et
al., 2015), e sendo o Brasil detentor da
maior floresta tropical do mundo, com a
mais rica biodiversidade de espécies de
plantas do planeta, aproveitar essa riqueza

para produzir fitoterapicos capazes de

controlar patégenos tem sido estimulado
nos diferentes setores da produgdo animal
(CORRAL, 2018).

No Brasil existem inUmeras
espécies medicinais com uso terapéutico,
principalmente aquelas que produzem
Oleos essenciais. O pais possui uma alta
diversidade de Piperaceae, com mais de
700 espécies, dentre as quais, 140-300
fazem parte da floresta Umida da
Amazonia (FAZOLIN, et al, 2014). Além
disso, 0s Oleos essenciais vegetais sdo
considerados fontes para 0
desenvolvimento de novos produtos
naturais com grande
antiparasitario (BAKKALI et al., 2008).
H& estudos positivos com o6leos de

potencial

Piperaceae na literatura, comprovando o
potencial anti-helmintico em ovinos e
também em peixes como 0 pirarucu
(CORRAL, 2018; GAINZA et al., 2017).

Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito in vitro dos 6leos
essenciais de quatro espécies de plantas da
familia Piperaceae no controle de
Neoechinorhynchus buttnerae que acomete
o0 tambaqui (Colossoma macropomum).
Material e métodos

A Comissdo de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia
Ocidental

aprovou as  atividades

pertinentes a este trabalho sob o protocolo
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n°® 02/2017. A autorizagdo do Conselho de
Gestdo do Patriménio Genético (CGen)
para uso de patriménio genético foi a de n°
AB1FOFA.

Extracéo do 6leo

Apos o corte e secagem das folhas,
ramos e inflorescéncias das plantas,
contendo de 20% a 30% da biomassa
inicial foram usados para a extracdo dos
6leos essenciais (OEs), que ocorreu por
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger
no Laboratorio de Plantas medicinais e
Fitoquimica na Embrapa Amaz6nia
Ocidental, em Manaus-AM.  Apls a
coleta, os 6leos foram mantidos freezer a -
18 °C.

A composicdo dos OEs foi
determinada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de
massas na Embrapa Agroindistria de
Alimentos (RJ).

Obtencao dos parasitos

Os peixes utilizados neste trabalho
foram adquiridos de fazendas com registro
de acantocefalose, anestesiados com
benzocaina a 10 % e em seguida
eutanasiados por perfuracdo craniana,
conforme CONCEA 2018. Posteriormente,
para a coleta dos parasitos, foi realizada
abertura na parte inferior dos peixes
(cavidade visceral), para expor 0s 0rgaos
internos. Em seguida, foi retirado o

intestino e estbmago de cada animal e

colocados em placas de petri. Por fim,
abriu-se  cuidadosamente 0s  Grgdos
(intestinos delgado e grosso) parasitados,
com auxilio de tesoura cirdrgica com ponta
fina e pinga para retirada dos
acantocéfalos.

Analise in vitro

A atividade anti-helmintica dos
6leos essenciais (OE) foi testada no
Laboratério de Piscicultura da Embrapa
Amazonia Ocidental. Os parasitos,
inicialmente foram colocados em solucéo
salina 0,9% para a sua lavagem, e,
posteriormente, em um meio essencial
minimo (MEM). Foi adicionado ao MEM,
com uma micropipeta, solucdo de 1 mL do
OE ja diluido em Tween 80 a 3%, em cada
placa de petri contendo 10 parasitos. As
concentracdes testadas de OE foram: 0,19;
0,39; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50
mg.mL?, em triplicata. Os controles
negativos foram com Tween 80 a 3%
diluido em MEM e somente MEM.

Quanto a mortalidade, os parasitos
foram observados por estereomicroscopio
a cada 15 minutos durante sete horas para
verificar a viabilidade dos parasitos,
avaliada pela observacdo da motilidade,
sendo considerados mortos 0s parasitos
gue ndo apresentaram movimentos, mesmo
depois de um estimulo mecéanico (SUTILI
et al.,, 2014). Apds 24 horas, fez-se a
ultima quantificacdo da viabilidade dos
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acantocéfalos.

A eficécia anti-helmintica de cada
tratamento foi calculada de acordo com a
seguinte formula modificada de Wang et
al. (2008): AE=[C - T] x 100%/B, onde
AE ¢é eficacia anti-helmintica, C é o
numero médio de parasitos vivos de N.
buttnerae no grupo controle (Tween 80 a
3% diluido em MEM) e T é o nimero
médio de parasitos vivos no tratamento. A
concentracdo letal (CEsp), capaz de
ocasionar 50% de mortalidade do parasito,
foi determinada para cada espécie de
Piperaceae, para os periodos de 2, 6 e 24
horas usando o0 método Trimmed
Spearman Karber (HAMILTON et al.,
1977).

Resultados e discussao

Os Oleos essenciais (OEs) das
espécies de Piperaceae apresentaram como
componentes majoritarios 0s seguintes
compostos: em P. hispidinervum o safrol
(91,4%), em P. hispidum, y-terpineno
(30,9%), a-terpineno (14,4%) e p-cimeno
(12,1%), em P. Marginatum, 3,4-
metilenodioxi-propiofenona (13,2%) e em
P. Callosum, safrol (62,7%) e beta-pineno
(9,4%).

Todos os OEs estudados mostraram
eficacia anti-helmintica in vitro contra o
acantocefalo N. buttnerae, com maior
ocorréncia de mortalidade nas maiores
concentrag0es e no maior tempo de

exposicdo (Figura 1). Para o OE de P.

hispidinervum, 100% de eficacia foi
observada nas maiores concentragdes
(3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg.mL™), ap6s
15 minutos de exposicdo (Figura 1a). Para
0o OE de P. hispidum ap6s 2 h de
exposicdo, a mortalidade de todos o0s
parasitos s6 foi observada na maior
concentracdo (50 mg.mL™), entretanto
apos 6h de exposicao, 100% de eficécia foi
observada nas quatro maiores
concentracgdes (6,25; 12,5; 25 e 50 mg.mL"
Yy (Figura 1 b). J& para o OE de P.
marginatum (Figura 1c) e P. callosum
(Figura 1d) 100% de eficacia também foi
observada ap0s 2 horas de exposi¢do nas
maiores concentracbes testadas, com
alcance de mortalidade maxima nas demais
concentracdes (de 3,125 a 50 mg.mL™)
ap0s 6 horas de exposicdo e também de
1,56 mg.mL™ apds 24 h.

Menores valores de CEsy foram
obtidos para o0 OE de P. hispidinervum,
sendo estes semelhantes nos tempos de
observacdo avaliados. Este dleo é
composto  majoritariamente  de  safrol
(91,4%) seguido do OE de P. callosum
(62,7%). Assim como o safrol, o0s
compostos quimico eugenol e dilapiol
também sédo classificados fenilpropenos e
suas atividades anti-helminticas ja foram
extensamente comprovada (ASHA et al.,
2001; PESSOA et al., 2002; QUEIROZ et
al., 2013; SUTILI et al., 2014; BOIJINK et

al.,, 2015). Portanto, sugere-se que a
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presenca de safrol em altas quantidades
deva ter potencializado a atividade anti-
helmintica no OE de P. hispidinervum.
Alguns trabalhos ja avaliaram o
potencial anti-parasitario de diferentes
6leos de Piper, como no caso de sementes
de Piper cubeba contra Schistosoma
mansoni em que 0 Oleo apresentou-se
eficaz nas varias fases do desenvolvimento
ou do ciclo de vida do parasito, incluindo a
dos vermes adultos (MAGALHAES et al.,

2011). Ekanem et al. (2004) avaliando a
atividade in vitro do extrato de sementes
de Piper guineense contra parasitos de
branquias em Carassius auratus, observou
nas concentracdes de 1,5 e 2,0 mg.L™, 80 e
100% de mortalidade, respectivamente. J&
em pirarucu, o OE de P. aduncum
demonstrou potencial anti-helmintico no
controle de larvas de nematoides sem
afetar a homeostase dos peixes (CORRAL
etal., 2018).
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Figura 1. Eficacia anti-helmintica in vitro dos OEs em diferentes concentracdes e tempos de exposicdo: a) Piper
hispidinervum; b) Piper hispidum; c) Piper marginatum e d) Piper callosum. C: controle; C+T: controle+Tween;

todas as concentracdes testadas estdo em mg.mL™*
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As concentraces efetivas 50% (CEsp), estimadas conforme a mortalidade dos parasitos ap6s 2, 6 e 24
horas de exposicdo aos OEs estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdes efetivas 50% (CEsp) do oleo essencial das espécies de Piperaceae
sobre o acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae.

Oleo essencial de

Tempo de exposi¢édo

CEsp pg/mL (intervalo de confianga)

2h
P. hispidinervum 6h
24h
2h
P. hispidum 6h
24h
2h
P. marginatum 6h
24h
2h
P. callosum 6h
24h

0,59 (0,53 — 0,66)
0,51 (0,46 — 0,56)
0,51 *

5,44 (4,71 — 6,29)
4,12 (3,81 — 4,46)
1,75 (1,38 — 2,21)
2,78 (2,36 — 3,27)
1,29 (1,09 — 1,54)
0,67 (0,57 — 0,59)
2,78 (2,42 — 3,20)
2,26 (2,16 — 2,36)
2,16 (2,06 — 2,26)

*Proporcdo de mortalidades ndo foram monotonicamente crescentes para determinacao dos

intervalos de confianca.

Estudos sugerem que o0s Oleos
essenciais também poderiam ser eficazes
no tratamento ou prevencdo de doengas
parasitarias devido a propriedades como
baixa densidade e rapida difusdo através
das membranas celulares (devido a sua
solubilidade lipidica), que podem danificar
suas estruturas e membranas celulares e
conduzir a lise celular. Alguns 6leos
vegetais tém efeitos imunomoduladores
gue podem modificar a imunobiologia do
hospedeiro-parasita, e a lipossolubilidade

dos 6leos vegetais pode oferecer vias de
entrega alternativas e transcutaneas, sendo
gue o surgimento de parasitas resistentes as
quimioterapias atuais destaca a
importancia dos 0Oleos essenciais das
plantas como novos agentes
antiparasitarios (ANTONY et al., 2005).
Como nenhum trabalho até o
momento avaliou a atividade anti-
helmintica de Oleos essenciais de Piper
frente a Neoechinorhynchus buttnerae, os

dados revelados no presente estudo
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indicam  usos  promissores  destes
metabdlitos secundarios. Sugere-se agora
uma avaliacdo de niveis de toxicidade e
palatabilidade para futuras aplicagdes em
ragOes visando testes in vivo para controle
deste parasito emergente no cultivo do
tambaqui, principalmente com relacdo a
Piper hispidinervum.
5 Conclusodes

Os OEs das Piperaceae estudados
neste trabalho apresentaram eficiéncia
como antiparasitario de acantocéfalos de
tambaquis. O dleo da P. hispidinervum foi
0 que resultou em maior mortalidade em
menor tempo de exposicdo in vitro.
Portanto, os 6leos essenciais apresentaram-
se como fonte alternativa para o uso direto
ou no desenvolvimento de anti-helminticos
fitoterapicos, requerendo avanco nos
estudos para tratamento in vivo.
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