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PREFACIO

Esta tese esta dividida em quatro artigos, seguindo o formato alternativo proposto pelo
Programa de P6s-Graduacdo em Biodiversidade Tropical (PPGBIO), que segue normas da
Ecology até a Introducdo Geral. O artigo 1 é uma revisdo bibliografica intitulado “Espécies
de Lippia (Verbenaceae), seu potencial bioativo e importancia na medicina veterinaria e
aquicultura”, foi publicado no periodico Biota Amazodnia em 2013, e segue as normas desse
periodico (Anexo 1). O artigo 2 intitulado “Antiparasitic activity of the essential oil of
Lippia alba on ectoparasites of Colossoma macropomum (tambaqui) and its physiological
and histopathological effects” foi publicado no periddico Aquaculture (Qualis A2) em
2015, e segue as normas desse periodico (Anexo 2). O artigo 3 intitulado “Atividade
antiparasitaria, histopatologia e fisiologia em Colossoma macropomum (Serrasalmidae)
expostos a 6leo essencial de Lippia sidoides (Verbenaceae)”, segue as normas do periodo
Veterinary Parasitology, para o qual sera submetido. O artigo 4 “Atividade antiparasitaria
do O6leo essencial de Lippia origanoides Kunth em ectoparasitos de Colossoma
macropomum e seus efeitos fisiologicos e histopatoldgicos”, segue as normas do periodo
periddico Aquaculture, para o qual sera submetido.



RESUMO

Soares, Bruna Viana. Efeitos antiparasitarios e fisioldgicos de Lippia spp. (Verbenaceae) em
Colossoma macropomum e uso dessas plantas na medicina veterinaria e aquicultura. Macapa,
2016. Tese (Doutorado em Biodiversidade Tropical) — Programa de P0ds-graduacdo em
Biodiversidade Tropical — Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo - Universidade Federal
do Amapa.

O uso de produtos naturais em aquicultura e medicina veterinaria vem ganhando destaque na
busca de substancias bioativas que causam menos danos aos animais, a natureza e ao homem,
e nesse contexto o género Lippia se destaca pela potencial atividade terapéutica. Esse estudo
investigou a atividade antiparasitaria, in vitro e in vivo, os efeitos sanguineos e
histopatoldgicos dos dleos essenciais de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, Lippia sidoides
Cham. 1832 e Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae) em Colossoma macropomum Cuvier,
1818, naturalmente infectados. Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de L. alba (LA)
foram: carvona (61,7%) e limoneno (17,5%); do 6leo essencial de L. sidoides (LS) foram:
timol (64,5%) e p-cimeno (11,7); e do bleo essencial de L. origanoides (LO) foram: carvacrol
(49,7%), p-cimeno (13,3%) e timol (9,9%). Nos ensaios antiparasitarios in vitro,
monogenoideas Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis e Mymarothecium
boegeri das branquias de C. macropomum foram expostas a diferentes concentracdes desses
trés Oleos essenciais. Os resultados in vitro indicaram efeito dose-dependente dos éleos
essenciais, 0s quais mostraram 100% de eficacia em até uma hora de exposi¢do 2560 e 1280
mg/L de LA, 360 e 160 mg/L de LS e 320 e 160 mg/L de LO. Nos testes in vivo, através de
banhos terapéuticos, com 100 e 150 mg/L de LA, 10 e 20 mg/L de LS e 20 e 40 mg/L de LO
ndo houve eficacia contra monogenoideas nas branquias C. macropomum. Essas baixas
concentracdes desses trés Oleos essenciais foram usadas devido ao efeito anestésico das
substancias, cujos tempos de exposicdo foram de 30 minutos para as maiores e 60 minutos
para as menores concentragdes. Em C. macropomum, o 6leo essencial LA causou alteragdes
nos de niveis de glicose plasmatica, proteinas plasmaticas totais, hemoglobina, hematdcrito,
namero de eritrdcitos, trombaocitos, leucocitos totais, linfocitos, eosinofilos e neutrofilos. O
6leo essencial de LS ndo influenciou os niveis de glicose e proteinas totais plasmaticas, mas
reduziu o numero de eritrdcitos totais; enquanto 6leo essencial de LO causou aumento nos

niveis de proteinas totais, numero de mondcitos e neutréfilos, e aumentou o hematdcrito dos



peixes. Logo apds banhos terapéuticos e depois de 24 horas de recuperacdo dos peixes, a tais
concentracdes dos diferentes 6leos essenciais, a avaliacdo histopatologica das branquias
mostrou que LA e LS causaram alteracGes severas e danos irreversiveis, enquanto que o 6leo
essencial LO causou danos leves a moderados. As lesdes observadas foram hiperplasia e
fusdo do epitélio lamelar, dilatagdo capilar, descolamento do epitélio e aneurisma lamelar,
ruptura epitelial com hemorragia, congestdo, edema e necrose, proliferacdo de células
mucosas e células de cloreto e hipertrofia lamelar. Nenhum dos trés 6leos essenciais pode ser
recomendado para banhos terapéuticos nas condicGes testadas devido aos efeitos anestésicos e
alteracOes sanguineas e histopatoldgicas causadas aos peixes, apesar da eficacia antiparasitaria
in vitro. Assim, devido esse potencial bioativo, in vitro, dos 6leos essenciais de L. alba, L.
sidoides e L. origanoides, estudos utilizando os seus constituintes quimicos majoritarios

deveriam ser conduzidos, para testar in vivo os efeitos contra parasitos de C. macropomum.

Palavras-chave: Tambaqui; Monogenoidea; Parasitos; Planta medicinal; Sangue; Histologia



ABSTRACT

Soares, Bruna Viana. Efeitos antiparasitarios e fisioldgicos de Lippia spp. (Verbenaceae) em
Colossoma macropomum e uso dessas plantas na medicina veterinéria e aquicultura. Macapa,
2016. Tese (Doutorado em Biodiversidade Tropical) — Programa de P0ds-graduacdo em
Biodiversidade Tropical — Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagdo - Universidade Federal

do Amapa

The use of natural products in aquaculture and veterinary medicine has been gaining attention
in the search for bioactive substances that cause less harm to animals, nature and humans, and
plants of the Lippia genus stands out as a potential therapeutic source. This study investigated
the in vitro and in vivo antiparasitic activity, blood and histopathologic effects of essential oils
of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, Lippia sidoides Cham. 1832 and Lippia origanoides
Kunth (Verbenaceae) in Colossoma macropomum Cuvier, 1818, naturally infected. The major
constituents of the essential oil of L. alba (LA) were carvone (61.7%) and limonene (17.5%);
L. sidoides (LS) essential oil were thymol (64.5%) and p-cymene (11.7); and L. origanoides
(LO) essential oil were carvacrol (49.7%), p-cymene (13.3%) and thymol (9.9%). Gills of C.
macropomum were exposed to different concentrations of these three essential oils to evaluate
the in vitro antiparasitic effects against monogenoideans Anacanthorus spathulatus,
Notozothecium janauachensis and Mymarothecium boegeri. The in vitro results showed dose-
dependent effect of the essential oils, which showed 100% effectiveness within one hour of
exposure to 2560 and 1280 mg/L of LA, 360 and 160 mg/L of LS, 320 and 160 mg/L of LO.
In vivo tests, using therapeutic baths with 100 and 150 mg/L of LA, 10 and 20 mg/L of LS, 20
and 40 mg/L of LO showed no efficacy against monogenoideas of C. macropomum. These
low concentrations of the three essential oils were used due to the anesthetic effect of the
essential oils, which used in baths of 30 minutes or 60 minutes. In C. macropomum, the LA
essential oil causes changes in plasma glucose levels, total plasma proteins, hemoglobin,
hematocrit, number of erythrocytes, thrombocytes, total leukocytes, lymphocytes, eosinophils
and neutrophils. The LS essential oil did not influence glucose levels and total plasma
proteins, but reduced the total number of erythrocytes; while the LO essential oil caused an
increase in total plasma protein levels, number of monocytes and neutrophils, and increased
the hematocrit of fish exposed to these oils. Immediately after therapeutic baths and after 24
hours of fish recovery to the different essential oils, histopathological evaluation of the gills
showed that LA and LS caused severe and irreversible change, while the LO essential oil

caused minor injury to moderate. The lesions observed were hyperplasia and fusion of the



lamellar epithelium, capillary dilation, epithelial detachment and lamellar aneurism, epithelial
disruption with hemorrhage, congestion, edema and necrosis, mucosal cell proliferation and
cell chloride and lamellar hypertrophy. None of the three essential oils can be recommended
for therapeutic baths in the conditions here used due to anesthetic effects and blood and
histopathological changes caused to fish, despite the antiparasitic in vitro efficacy. Therefore,
due to potential bioactive in vitro of essential oils of L. alba, L. origanoides and L. sidoides,
futher studies using their majority chemical constituents should be conducted to test the in

vivo effacy against parasites of C. macropomum.

Keywords: Tambaqui; Monogenoidea; Parasites; Medicinal plant; Blood; Histology.
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1. INTRODUCAO GERAL

A piscicultura é considerada de grande importancia para o desenvolvimento
socioeconémico de toda a regido amazoénica, devido a existéncia de recursos naturais (peixes
e recursos hidricos) com capacidade para producdo que atenda aos mercados local, regional,
nacional e internacional. Além disso, essa € uma atividade de expressdo econémica mundial,
em decorréncia da demanda crescente de pescado provocada pela reducdo dos estoques
naturais (Lima 2005), bem como pela demanda por proteina animal.

Nas regides Norte e Nordeste do Brasil, o pescado tem grande importancia na
alimentacdo da populacdo, especialmente para comunidades tradicionais. De forma que 60%
do consumo nacional de peixes ocorre nessas regides, contra 40% na regido Centro-Sul. O
consumo de peixe é inversamente proporcional a renda per-capita da populacdo brasileira
(Sonoda et al. 2012). Em 2010, a producdo nacional da pesca extrativista foi de
aproximadamente 249.000 toneladas e a producdo da aquicultura foi de aproximadamente
395.000 toneladas. Porém, a regido Norte contribui com apenas 10,5% dessa producdo da
aquicultura, a regido Nordeste com 20%, a regido Sudeste com 18%, a regido Sul com 33,8%
e a regido Centro-Oeste 17,7% (Ministério da Pesca e Aquicultura 2012). Todavia, a
aquicultura da regido Norte tem como caracteristica a producdo de peixes de agua doce,
enguanto a regido Sul além da piscicultura destaca-se pela aquicultura marinha.

Em 2010, a producdo nacional de tambaqui Colossoma macropomum foi 479.399 de
toneladas, e juntamente com o pacu Piaractus mesopotamicus e o hibrido tambacu (C.
macropomum X P. mesopotamicus) foram responsaveis por 24,6% da producao (Ministério da
Pesca e Aquicultura 2012). O tambaqui € um peixe economicamente importante para as
regibes Norte e Nordeste do Brasil, pois apresenta varias caracteristicas zootécnicas
favoraveis para o cultivo, tais como a facil obtencdo de alevinos, rapido crescimento e boa
produtividade (Lopera-Barrero et al. 2011). Porém, com a intensificacdo do cultivo de
tambaqui, o surgimento de doencas é inevitavel.

No Brasil, embora tais estimativas sejam ainda desconhecidas, pode-se supor que as
perdas econémicas provocadas por enfermidades e mortalidade sejam elevadas. Em diversos
paises, estimativas mostram que as perdas econdmicas anuais na aquicultura causadas pela
ocorréncia dessas doengas foram em torno de US$ 400 milhdes na China, US$ 17,6 milhdes
na india e acima de US$ 500 milhdes na Tailandia (Harikrishnan et al. 2011). Portanto, ha

necessidade de descobrir substancias para controlar a mortalidade de peixes e minimizar
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perdas econdmicas na piscicultura. O uso de fitoterapicos merece destaque devido ao
crescente interesse em produzir alimentos organicos.

A producdo de alimentos organicos no Brasil tem avancado nos ultimos anos, e
paralelamente a esses avangos vem a legislacdo a ela aplicada. Atualmente, a legislacéo
brasileira contempla varios setores e aspectos relacionados a producdo organica de produtos
de origem vegetal e animal, e define que estas devem conservar o ambiente, proteger 0s
consumidores e proibir o uso de terapéuticos sintéticos, produtos quimicos e organismos
geneticamente modificados (Boscolo et al. 2012). Além disso, os produtos quimicos usados
na piscicultura sdo toxicos e ndo possuem autorizagdo dos 6rgdos competentes (Tavares-Dias
etal. 2011).

Os oleos essenciais extraidos de espécies de Lippia possuem grande potencial
bioativo, constituindo recursos promissores para uso na medicina veterinaria e aquicultura.
Nesse contexto, merecem destaque as atividades antimicrobiana, antiparasitaria, anestésica,
analgesica, antinflamatéria e antitumoral (Soares e Tavares-Dias 2013). Porém, ndo ha na
literatura informacdes sobre atividade antiparasitaria de 6leos essenciais de Lippia spp. em C.
macropomum. Assim, sdo necessarios estudos sobre a atividade dessas plantas contra
parasitos de branquias de C. macropomum, visando estabelecer protocolos terapéuticos

eficazes no tratamento de parasitoses desse peixe de grande importancia para a piscicultura.

1.1. TAMBAQUI Colossoma macropomum

Colossoma macropomum pertence a familia Serrasalmidae e é de grande importancia
para Amazonia. Esta amplamente distribuido nas bacias dos rios Orinoco e Amazonas,
vivendo em lagos e areas marginais alagadas associadas as calhas dos rios principais. Pode
alcancar cerca de um metro de comprimento e atingir 30 kg, sendo considerado o segundo
maior peixe de escamas da bacia Amazoénica (Goulding e Carvalho 1982, Lopera-Barrero et
al. 2011, Santos et al. 2013).

Na natureza, o tambaqui possui desova anual e total, ocorrendo geralmente na época
da enchente dos rios amazonicos, com alta fecundidade média por desova (Vieira et al. 1999).
Devido a sua alta mobilidade, longevidade, tamanho e habito alimentar onivoro, o tambaqui
pode contribuir para a dispersdo de sementes, exercendo influéncia sobre a dinamica do
recrutamento de plantas e a biodiversidade regional em matas ciliares e de varzea (Horn et al.
2011).
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Nos Ultimos anos, o0s estoques naturais de tambaqui vém sofrendo drastica reducao,
devido ao fato de ser muito apreciado pelas comunidades ribeirinhas e urbanas da Amazonia
(Santos e Santos 2005). O cultivo € uma das solugdes para esta sobre-exploracdo, sendo a
espécie nativa mais cultivada na Amaz6nia e demais regiGes brasileiras, cuja producao
nacional aumentou em 66% no periodo de 2007 a 2009 (Lopera-Barrero et al. 2011).

O tambaqui pode ser cultivado tanto em viveiros escavados como também em tanques-
rede em lagos de varzea, uma vez que pode suportar elevadas densidades sem prejuizos ao
crescimento e ganho de peso, representando uma alternativa de producdo economicamente
viavel (Gomes et al. 2006). Peixes de maior capacidade zootécnica podem ser obtidos pelo
cruzamento do tambaqui com o pacu P. mesopotamicus ou com a pirapitinga Piaractus
brachypomus, resultando nos hibridos tambacu ou tambatinga, respectivamente (Hashimoto et
al. 2012).

1.2. PARASITOS DE BRANQUIAS DE TAMBAQUI EM CULTIVO

A ocorréncia de infeccBes parasitarias € fator determinante para o sucesso da
piscicultura de qualquer espécie, principalmente em sistemas de criacdo intensiva, onde a
sanidade dos animais é um aspecto que jamais pode ser negligenciado (Santos et al. 2013).
Tambaqui de pisciculturas brasileiras tem sido infectado por diversas espécies de parasitos,
principalmente por espécies de protozoarios e helmintos (Tabela 1). Os protozoarios,
monogenoideas, mixosporideos e crustaceos parasitam, em geral, as branquias e o tegumento
desse hospedeiro. Porém, Perulernaea gamitanae ocorre nas branquias e boca do tambaqui, e
assim, pode causar a morte de alevinos quando em elevada infestacdo na boca, que impede a
alimentacdo dos peixes. Os trematoides, cestoides e acantocéfalos infectam principalmente o
intestino (Tavares-Dias et al. 2013), mas Neoechinorhynchus buttnerae tem sido um grande

problema para o cultivo de tambaqui na Amazonia central.
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TABELA 1 - Principais parasitos de branquias e trato gastrointestinal de tambaqui em

pisciculturas de diferentes localidades do Brasil.

Espécies de Parasitos

Localidade

Referéncias

PROTOZOA
Chilodonella sp.
Cryptobia sp.

Trichodina sp.

Trichodina sp.

Trichodina sp.

Trichodina sp.
Ichthyophthirius multifiliis
Ichthyophthirius multifiliis
Ichthyophthirius multifiliis
Ichthyophthirius multifiliis
Piscinoodinium pillulare
Piscinoodinium pillulare
Ichthyobodo necator
CRUSTACEA

Argulus chicomendesi
Argulus sp.

Argulus sp.

Dolops sp.

Lernaea cyprinacea
Lernaea cyprinacea
Perulernaea gamitanae
Perulernaea gamitanae
Gamictylus jaraquensis
Ergasilus sp.
TREMATODA

Digenea gen. sp.
CESTODA

Cestoda gen. sp

Cestoda gen. sp

Cestoda gen. sp

Jaboticabal (SP)
Pentecoste (CE)
Jaboticabal (SP)
Pirassununga (SP)
Jaboticabal (SP)
Pentecoste (CE)
Pentecoste (CE)
Pirassununga (SP)
Jaboticabal (SP)
Manaus (AM)
Guariba (SP)
Jaboticabal (SP)
Jaboticabal (SP)

Itacoatiara (AM)
Jaboticabal (SP)
Pirassununga (SP)
Jaboticabal (SP)
Jaboticabal (SP)
Pentecoste (CE)
Manaus (AM)
Macapa (AP)
Iranduba (AM)
Iranduba (AM)

Pentecoste (CE)

Jaboticabal (SP)

Pentecoste (CE)

Pirassununga (SP)

Martins e Romero (1996), Martins et al. (2000)
Békési (1992)

Martins e Romero (1996)

Ceccarelli et al. (1990)

Martins et al. (2000)

Békési (1992)

Békési (1992)

Ceccarelli et al. (1990)

Martins e Romero (1996), Martins et al. (2000)
Tavares-dias et al. (2006)

Schalch e Moraes (2005)

Martins et al. (2000)

Martins et al. (2000)

Malta e Varella (2000)

Martins et al. (2000)

Ceccarelli et al. (1990)

Martins e Romero (1996)

Martins e Romero (1996), Martins et al. (2000)
Békési (1992)

Benetton e Malta (1999)

Tavares-dias et al. (2011)

Varella et al. (2003)

Varella et al. (2003)

Békési (1992)
Martins e Romero (1996)

Békési (1992)
Kohn et al.(1985)
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MONOGENOIDEA

Monogenoidea gen. sp
Monogenoidea gen. sp
Dactylogyrus sp.
Anacanthorus spathulatus
Anacanthorus spathulatus
Linguadactyloides brinkmanni
Linguadactyloides brinkmanni
Mymarothecium boegeri
Notozothecium janauachnsis
MYXOZOA

Myxobolus colossomatis
Myxobolus colossomatis
Myxobolus sp.

Myxobolus sp.

Henneguya sp.

Henneguya sp.

Henneguya sp.

Henneguya sp.

Coccidia sp.

Jaboticabal (SP) Martins;Romero (1996), Martins et al. (2000)
Pentecoste (CE) Békési (1992)

Pirassununga (SP) Ceccarelli et al. (1990)

Iranduba (AM) Varella et al.(2003)

Manaus (AM) Tavares-Dias et al.(2006)

Iranduba (AM) Varella et al.(2003)

Pirassununga (SP) Ceccarelli et al. (1990)

Pentecoste (CE) Cohen e Kohn (2005)

Jaboticabal (SP) Belmont-Jégu et al. (2004)

Pentecostes (CE) Molnar e Békési (1993)

Manaus (AM) Tavares-dias et al. (2006) , Maciel et al. (2011)
Iranduba (AM) Varella et al. (2003)

Belém (PA) Videira et al. (2016)

Iranduba (AM) Varella et al. (2003)

Pirassununga (SP) Ceccarelli et al. (1990)

Pentecoste (CE) Békési (1992)

Belém (PA) Videira et al. (2016)

Pentecoste (CE) Békési (1992)

A presenca de M. colossomatis foi relatada nas branquias e extensfes sanguineas de

juvenis de tambaqui e a maior prevaléncia ocorreu em peixes cultivados em viveiros (5,5%),

guando comparados aos peixes de tanque-rede (2,7%). Esses resultados indicam que o0s

parasitos Myxozoa também devem ser investigados em extensfes sanguineas, visto que

podem causar doencas em peixes, sendo necessaria a identificacdo da espécie para um

adequado manejo sanitario (Maciel et al. 2011). Filamentos branquiais de tambaquis tém sido

também parasitados por Branchiomyces sp., fungo que causa graves alteragdes circulatdrias e

lesGes histopatoldgicas localizadas nos hospedeiros (Pereira et al. 2012). Assim, héa

necessidade de estudos sobre produtos naturais tais como Lippia spp. para profilaxia e

tratamento de tambaqui em cultivo intensivo.
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1.3. OLEOS ESSENCIAIS E OUTROS PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE
ANTIPARASITARIA EM PEIXES

O uso de produtos quimicos convencionais no controle de parasitos tem encontrado
dois problemas: o desenvolvimento da selecdo ao principio ativo e a preocupacdo da
sociedade e Orgaos governamentais com 0s residuos nos produtos de origem animal e no
ambiente. Esses dois pontos tém determinado efetivamente o rumo atual das pesquisas
cientificas na area da parasitologia. Acredita-se que a aplicacdo de extratos vegetais possa
causar desenvolvimento bem mais lento da resisténcia, atingindo, geralmente, somente a
espécie alvo, além de serem biodegradaveis e menos danosos ao meio ambiente (Chagas
2004), diminuindo assim o problema dos residuos.

De acordo com o Anexo | da Instrugcdo Normativa Interministerial N° 28, de 8 de
junho de 2011, os fitoterapicos e o0s extratos vegetais sdo permitidos na prevencdo e
tratamento de enfermidades dos organismos aquaticos (Brasil 2011). Para tanto, sdo
necessarios estudos que comprovem a eficacia desses produtos naturais na aquicultura, bem
como o estabelecimento de protocolos terapéuticos para o tratamento das diversas
enfermidades.

Diversos produtos naturais vém sendo investigados para uso na piscicultura. Foi
relatada eficécia, in vitro e in vivo, de extratos das folhas de Mucuna pruriens (Fabaceae) e
sementes de Carica papaya (Caricaceae) contra I. multifiliis de Carassius auratus auratus por
Ekanem et al. (2004). Adicdo de alho em pd na racdo de pacu P. mesopotanicus reduziu a
infeccdo por monogenoideas Anacanthorus penilabiatus e aumentou o nimero de eritrécitos,
trombdcitos e leucdcitos totais, 0 hematocrito e hemoglobina (Martins et al. 2002). Estudo
conduzido em lambari Astyanax cf. zonatus demonstrou efeito antiparasitario de sementes de
abobora Cucurbita maxima, desidratadas e moidas, fornecidas na alimentacdo dos peixes
(Fujimoto et al. 2012). Hashimoto et al. (2016) encontraram eficacia in vitro e in vivo de
Mentha piperita contra monogenoideas de Oreochromis niloticus.

Pinus elliottii teve efeito no tratamento in vitro (Toro et al. 2003) e in vivo (Vilem et
al. 1998) para crustaceos Lernaea spp. Extratos de Momordica charantia e Melia azedarach
foram efetivos contra Cryptocaryon irritans e Neobenedenia melleni em peixes ornamentais

marinhos, além de apresentarem boa margem de seguranga para a aplicacéo in vivo (Osoria
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2003). O uso de extrato aquoso de Terminalia catappa em tambaqui foi efetivo contra P.
pillulare, mas ndo contra I. multifiliis (Claudiano et al. 2009).

Os oleos essenciais sdo misturas complexas de numerosos compostos obtidos das
plantas e caracterizam-se por possuir uma composi¢do muito diversificada, especialmente por
compostos quimicos terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides
(Calsamiglia et al. 2007). Sdo metabdlitos secundarios que geralmente exercem funcdo de
defesa nas plantas, frente as agressbes externas (Briskin 2000). Sua utilizagdo tem sido
amplamente difundida nos Gltimos anos, pois possuem atividades antibacteriana, antioxidante,
antiflngica, analgésica, anticancerigena, inseticida, anticoccidica e promotora do crescimento
(Tipu et al. 2006).

Os componentes monoterpénicos geraniol e citronellal mostraram-se ativos durante
tratamento in vitro contra larvas de Contracaecum sp. de traira Hoplias malabaricus,
indicando atividade anti-helmintica promissora contra o parasito supra-citado (Barros et al.
2009). O geraniol é um dos constituintes majoritarios mais abundantes nos 6leos essenciais de
Lippia alba e Lippia citriodora, conferindo a essas plantas potencial antiparasitario promissor
(Soares e Tavares-Dias 2013) para uso na piscicultura de tambaqui.

1.4. Lippia alba

Lippia alba (Figura 1) da familia Verbenaceae, é conhecida popularmente como erva-
cidreira, falsa-melissa, cha-de-tabuleiro, erva cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, salva-limao
e erva-cidreira-brava, alvia sija, alecrim do campo e cha-de-febre (Tavares et al. 2011).
Possui como caracteristicas qualitativas predominantes o caule marrom e as folhas de
coloracdo verde-escuro, a nervura da folha e a coloracdo das sépalas verde, e as pétalas de
coloragdo lilas claro. Apresenta também, em menor quantidade, plantas de caule verde e
folhas verdes, sépalas e nervuras verdes e flores com pétalas na coloracdo lilds, podendo
ocorrer, em menor proporc¢éo, flores de coloracdo branca. Devido a sua variedade fenotipica,
as caracteristicas morfologicas e agronémicas dessa espécie diferenciam dos diferentes
acessos da planta (Camélo et al. 2011). Trata-se de um subarbusto aromatico que ocorre
praticamente em todas as regides do Brasil. Tem grande importancia na medicina popular do
pais, pois € usada principalmente como analgésico, antiinflamatério, sedativo e anti-

espasmadico.
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Diversos autores (Zoghbi et al. 1998, Jannuzzi et al. 2011, Nogueira et al. 2007,
Oliveira et al. 2007, Silva et al. 2006, Escobar et al. 2010, Heldwein et al. 2012, Pandel¢ et al.
2012, Hatano et al. 2012) investigaram a composi¢ao quimica de 6leos essenciais extraidos de
L. alba cultivadas em diferentes localidades. Os principais constituintes majoritarios
encontrados nesses estudos foram: geranial, neral, S-cariofileno, carvona, limoneno, geraniol,
mirceno, 1,8-cineole e germacreno D, dentre outros. As variagdes na constituicdo quimica dos
Oleos essenciais da L. alba podem ser atribuidas aos fatores ambientais, tais como influéncia

do clima e solo sobre as plantas analisadas, bem como a época de sua colheita.

FIGURA 1 - Lippia alba. Fonte: TAVARES et al. (2011)

Estudos agrondémicos sdo importantes, pois tém como objetivo aperfei¢oar a producéo
de L. alba e possibilitar o seu cultivo em larga escala. A adubagdo com composto orgéanico de
capim elefante influenciou positivamente a producdo de biomassa seca de L. alba, mas a
inoculagdo dos compostos com actinomicetos ndo exerceu influéncia (Gama et al. 2012). Em
relacdo ao estagio de desenvolvimento dessa planta, Pandeld et al. (2012) verificaram que o
maior rendimento na producdo de 6leo essencial ocorre nas folhas, cujos tricomas ainda ndo
foram abertos.

Em estudos conduzidos em Pentecoste (CE), Nagao et al. (2005) relataram obtencéo
de maior quantidade de dleo essencial na época seca (outubro) quando comparada a época

Umida (abril). Corroborando esses resultados, Almeida et al. (2012), em experimento
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realizado em Campinas (SP), demonstraram que as plantas com maior rendimento de 6leo
essencial foram aquelas colhidas na época seca, e que as plantas colhidas na época umida
apresentaram maior producdo de linalol. O horario de corte também pode ser um fator
relevante, pois maior rendimento de 6leo essencial ocorre ao meio dia em plantas cultivadas
em Crato-CE (Bezerra et al. 2011). Contudo, em estudos realizados em Botucatu-SP, néo
houve diferencas no teor do Oleo de L. alba submetida aos diferentes horarios de corte,
havendo, porém, variacdo em relacdo a proporcdo dos constituintes majoritarios (Ehlert et al.
2013).

Devido as propriedades medicinais de L. alba atribuidas ao seu uso tradicional,
estudos in vivo e in vitro demonstram seu potencial bioativo. Os dleos essenciais e extratos de
L. alba foram capazes de inibir bactérias, fungos e protozoarios (Nogueira et al. 2007,
Escobar et al. 2010, Fabri et al. 2011), além de causar efeito sedativo em organismos
aquaticos durante transporte (Azambuja et al. 2011, Cunha et al. 2010, Cunha et al. 2011,
Parodi et al. 2012, Becker et al. 2012, Veeck et al. 2013). Porém, L. alba ndo tem sido ainda

usada para tratamento contra parasitos de peixes, incluindo o tambaqui.

1.5. Lippia origanoides

Lippia origanoides H. B. K. conhecida popularmente como salva-de-marajo e alecrim-
d’angola no Brasil, e como orégano no México, € uma verbenacea nativa da América Central
e América do Sul, encontrada principalmente no México, Cuba, Guatemala e regido
amazonica (Guiana, Venezuela, Colémbia e Brasil) (Figura 2). E amplamente utilizada na
culinaria e na medicina tradicional para o tratamento de enfermidades gastrointestinais tais
como nauseas, vomitos, diarréias, dores estomacais, célicas, indigestao e azia, além de febre,
corrimentos vaginais e c6licas menstruais, além de anti-séptico bucal e feridas (Oliveira et al.
2007).

Oleo essencial de L. origanoides possui como principais constituintes majoritarios o
timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, trans-p-cariofileno e a-felandreno, mas a composigéo

e percentual desses constituintes pode variar de acordo com o local e condigdes de cultivo

(Oliveira et al. 2007, Escobar et al. 2010, Betancourt et al. 2012).
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FIGURA 2 - Lippia origanoides H.B.K. Fonte: Barreto et al. (2014).

Estudos in vitro comprovaram acdo antimicrobiana de dleo essencial de L. origanoides
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e fungos resistentes aos farmacos sintéticos
(Oliveira et al. 2007, Ospina et al. 2011, Betancourt et al. 2012, Barreto et al. 2014), bem
como acdo contra protozoarios Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi (Escobar et al.
2010). Esses resultados indicam o potencial bioativo dessa planta para uso no tratamento

contra protozoarios de tambaqui.

1.6. Lippia sidoides

Lippia sidoides (Figura 2) (Verbenaceae) é conhecida popularmente como alecrim-
pimenta, alecrim-bravo, estrepa-cavalo e alecrim-grande. Seu uso popular é relatado para
tratar infeccdes e outras enfermidades, das quais muitas tiveram atividades j& comprovadas
cientificamente. Trata-se de um arbusto caducifélio, ereto, muito ramificado e quebradico,
préprio da vegetacdo do semi-arido nordestino, comum na caatinga entre Mossor6-RN e
Tabuleiro do Norte-CE. Apresenta folhas aromaéticas e picantes, opostas, simples e
pecioladas; flores pequenas, esbranquicadas, reunidas em espigas de eixo curto nas axilas das
folhas; além de frutos extremamente pequenos, que produzem sementes pequenas que
raramente germinam (Camurca-Vasconcelos 2006, Fontenelle 2009).
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FIGURA 3 - Arbustos (esquerda) e detalhes botanicos (direita) de Lippia sidoides. Fonte:
Fontenelle (2009).

O Oleo essencial de L. sidoides possui como constituintes majoritarios o timol,
carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, g-cariofileno, outros em menor abundéncia. Assim, ocorre
variagfes na sua composi¢do quimica (Jesus et al. 2006, Camurca-Vasconcelos et al. 2007,
Fontenelle et al. 2007, Oliveira et al. 2009, Cavalcanti et al. 2010, Farias-Junior et al. 2012,
Gomes et al. 2012, Morais et al. 2012, Mota et al. 2012, Rondon et al. 2012, Carvalho et al.
2013, Lima et al. 2013, Veras et al. 2013), influenciado por diferentes fatores.

Devido ao desenvolvimento de resisténcia microbiana e parasitaria aos farmacos
sintéticos, 6leo essencial de L. sidoides vem sendo amplamente pesquisado quanto ao seu
potencial antibiético, devido a necessidade de novas bases para essa finalidade que garantam
eficiéncia no tratamento de infecgfes. Costa et al. (2011) verificaram que 6leo de L. sidoides
teve eficacia, em ensaio in vitro, no tratamento contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus isoladas de leite cru. Outros estudos (Fontenelle et al. 2007, Fabri et al. 2011,
Fernandes et al. 2012) tém também descrito atividade antimicrobiana contra diversas bactérias
e fungos, alguns resistentes as drogas sintéticas.

Gomes et al. (2012) relataram acdo contra carrapatos Dermatocentor nitens e
Rhipicephalus microplus, de animais silvestres e domésticos, respectivamente. Também foi
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comprovada bioatividade contra formas amastigotas e promastigotas do protozoério

Leishmania chagasi, causador da leishmaniose visceral, conhecida popularmente como
calazar, uma zoonose importante para a saude publica (Oliveira et al. 2009, Farias-Junior et

al. 2012, Rondon et al. 2012). Camurca-Vasconcelos et al. (2007) verificaram atividade
antihelmintica contra Haemonchus contortus, Syphaciaob velata e Aspiculuris tetraptera,
parasitos que acometem pequenos ruminantes. Hashimoto et al. (2016) encontraram eficacia
in vitro e in vivo de L. sidoides contra monogenoideas de Oreochromis niloticus. Portanto,
tais resultados sugerem que L. sidoides pode ter efeitos no tratamento contra protozoarios e

helmintos monogenoideas das branquias de tambaqui, mas isso ndo foi ainda investigado.

2. PROBLEMAS

e Qual o potencial bioativo e importancia das espécies de Lippia sp. na medicina

veterinaria e aquicultura?

e Oleos essenciais de L. alba, L. sidoides e L. origanoides possuem atividade contra
parasitos das branquias de C. macropomum? As concentracfes terapéuticas usadas podem

causar alteracdes fisiologicas adversas?

e Ha diferenca na atividade antiparasitaria entre 6leo essencial de L. alba, L. sidoides e

L. origanoides?

3. HIPOTESES

e Espécies de Lippia sp. ttm potencial bioativo para uso na medicina veterinaria e
aquicultura, uma vez que possuem efeitos terapéuticos em diversos animais.

e Oleos essenciais de L. alba, L. sidoides e L. origanoides possuem atividade contra
parasitos das branquias de tambaqui, devido & acdo anti-protozodrio e anti-helmintica de seus
constituintes majoritarios.

e Concentragdes clinicas de L. alba, L. sidoides e L. origanoides ndo apresentam efeitos
hematoldgicos e histopatoldgico indesejaveis, pois sdo produtos naturais de baixa toxicidade.

e Hadiferenca na atividade antiparasitaria de 6leo essencial de L. alba, L. sidoides ou L.

origanoides, devido as varia¢fes nas concentragdes de seus constituintes majoritarios.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade do 6leo essencial de L. alba, L. sidoides e L. origanoides contra

parasitos das branquias de C. macropomum, bem como conhecer o potencial bioativo de

Lippia spp. na medicina veterinaria e aquicultura.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar revisdo bibliografica sobre a acdo de espécies de Lippia sp. usadas na
medicina veterinaria e aquicultura.

Avaliar concentracBes in vitro de L. alba, L. sidoides e L. origanoides quanto a
eficacia contra I. multifiliis (Protozoa), A. spathulatus, N. janauachensis e M. boegeri
(Monogenoidea) das branquias de tambaqui.

Determinar o tempo de exposicdo e as concentracdes de L. alba, L. sidoides e L.
origanoides com eficacia para banhos terapéuticos contra I. multifiliis (Protozoa), A.
spathulatus, N. janauachensis e M. boegeri (Monogenoidea) de tambaqui.

Investigar no tecido branquial de tambaqui possiveis alteracbes histopatoldgicas
causadas pelos banhos terapéuticos com diferentes concentracdes de 6leos essenciais
de L. alba, L. sidoides e L. origanoides.

Estudar os efeitos sanguineos das concentracbes de L. alba, L. sidoides e L.
origanoides usadas nos banhos terapéuticos de tambaqui.

Em caso de comprovacdo de eficacia, indicar a melhor concentracdo e espécie de
Lippia para tratamento contra monogenoideas e protozoarios de tambaqui.
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Resumo

As espécies de plantas do género Lippia Linn., pertencentes a familia VVerbenaceae, possuem
grande distribuicdo geogréafica e sdo facilmente encontradas em paises tropicais. No Brasil,
ocorrem principalmente a Lippia alba Mill.) N. E. Brown, Lippia gracilis Schauer, Lippia
grandis Schau, Lippia origanoides Kunth, Lippia sidoides Cham. e Lippia triplinervis
Gardner. H& muito tempo, diversas espécies de Lippia sdo usadas na medicina popular por
suas atividades bioldgicas e terapéuticas. Por isso, diferentes espécies dessas plantas vém
sendo testadas, devido ao potencial bioativo, para o tratamento de diferentes doencgas do
homem e animais. O objetivo deste estudo foi concatenar e discutir dados da literatura sobre o
uso de Lippia spp. na medicina veterinaria e aquicultura. Os constituintes majoritarios dessas
plantas sdo o timol, carvacrol, geranial, linalol, p-cimeno, carvona, neral, limoneno, -
cariofileno, 6xido cariofileno, mirceno e y-terpineno. Porém, as concentracGes de tais
constituintes podem variar em fungéo de diversos fatores aqui discutidos. Estudos in vivo e in
vitro usando principalmente L. alba, L. sidoides, L. gracilis, L. origanoides e L. gracilis
comprovaram atividade antimicrobiana, antiparasitaria, antinflamatoria, analgésica, anestésica
e antitumoral em animais, indicando grande potencial dessas espécies para uso na medicina
veterinaria. Algumas espécies de Lippia estdo sendo utilizadas também na aquicultura. Assim,
produtos obtidos dessas plantas sdo recursos promissores, necessitando de estudos para

desenvolvimento de tecnologias que possibilitem seu uso na sanidade e producdo animal.

Palavras-chave: Produto natural, 6leo essencial, parasitos, tratamento.

Introducéo

O género Lippia Linn. (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies de ervas,
arbustos e arvores de pequeno e porte distribuidas principalmente na América Central, regides
tropicais da Africa, América do Norte, América do Sul e Australia (MUNIR, 1993; SILVA et
al., 2006; PASCUAL et al., 2001; GOMES et al., 2011). Os principais centros de diversidade
especifica das especies de Lippia estdo localizados no Mexico e Brasil. No Brasil, essas
encontram-se na Cadeia do Espinhaco, localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e
Goids. De forma que, aproximadamente, 120 espécies estdo distribuidas no Cerrado e
Caatinga (OLIVEIRA et al., 2007; GOMES et al., 2011), dois importantes biomas brasileiros.
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Extratos e Oleos essenciais obtidos de Lippia spp. tém sido amplamente testados
cientificamente, devido ao potencial dos principios bioativos. Na medicina popular, espécies
dessas plantas tém sido usadas no tratamento de resfriados, bronquite e tosse (GOMES et al.,
2011), bem como relaxante muscular. Estudos em diversas areas do conhecimento vém
confirmando tais atividades terapéuticas propaladas na medicina popular. Por exemplo, foi
demonstrada atividade bacteriana em gengivite e placa dentaria com uso de 0leo essencial de
Lippia sidoides (LOBO et al., 2011; PEREIRA et al., 2013), bem como atividade antiflngica
obtida também do seu extrato etanolico contra cepas resistentes de Candida spp., quando
isoladas de secre¢des vaginais de mulheres (FARIAS et al., 2012).

Os Oleos essenciais pertencem ao metabolismo secundario das plantas e constituem
um dos mais importantes grupos de matéria prima para a industria alimenticia, farmacéutica,
perfumaria e afins. Sdo misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas, com baixo
peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidas, em sua maioria, por moléculas
de natureza terpénica (MORAIS, 2009) e de outras propriedades quimicas (GOMES et al.,
2011). Consequentemente, podem ser obtidos diferentes constituintes quimicos de Oleos
essenciais extraidos de diferentes Lippia spp. (SILVA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2007;
ESCOBAR et al., 2010; HATANO et al., 2012; GUIMARAES et al., 2012; PANDELO et al.,
2012). As andlises quimicas dos extratos dessas plantas sdo fundamentais, pois as
concentracdes desses constituintes podem variar consideravelmente para uma mesma espécie
(FARIAS-JUNIOR et al., 2012; MORAIS et al., 2012), devido a diversos fatores.

Oleo essencial de L. sidoides tem demonstrado propriedades de interesse
epidemioldgico, tais como a atividade inseticida contra Aedes aegypti (CARVALHO et al.,
2003; LIMA et al., 2013) e contra Plasmodium falciparum e Plasmodium berghei, agentes
causadores da malaria (MOTA et al., 2012). Similarmente, extrato de L. multiflora apresenta
atividade anti-malaria (AJAIYEOBA et al., 2006) e antimicrobiana (KUNLE et al., 2003).
Produtos bioativos de Lippia spp. sdo também usados para eliminar fitopatdgenos
(CAVALCANTI et al., 2010; CARVALHO et al., 2013), fungos e insetos que afetam
alimentos estocados (KHANI et al., 2012; PORTILLO-RUIZ et al., 2012).

Oleos essenciais de Lippia alba, L. alba f. intermedia (OLIVEIRA et al., 2006), L.
origanoides (OLIVEIRA et al., 2007) e L. citriodora (ANSARI et al., 2012) também
mostraram atividade contra Staphylococcus aureus, bactérias resistentes e causadora de

graves infeccOes hospitalares. A atividade antifingica de Oleo essencial de L. berlandieri
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contra Aspergillus, Penicillium e Rhizopus spp., fungos de produtos de panificagdo foi
relatada por Portillo-Ruiz et al. (2012). Estudos in vitro avaliando os efeitos de extratos de
folnas de L. nodiflora, em células cancerosas do pulmdo do homem, demonstraram
capacidade antiproliferativa contra linhagem de células testada, além da inducdo de apoptose
(VANAJOTHI et al.,, 2012). Portanto, tais estudos indicam o potencial terapéutico de
espeécies de Lippia.

O uso de produtos naturais vem ganhando destaque na sanidade animal, pois podem
ser fontes promissoras de substancias biotivas contra parasitos e microrganismos. Além disso,
tais produtos ndo sdo prejudiciais ao meio ambiente e menos agressivos a saude do homem,
no que refere-se aos residuos farmacoldgicos presentes nos alimentos de origem animal. Por
isso, espécies de Lippia vém sendo exploradas também na medicina veterinaria,
microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido ao seu uso potencial e facilidade
de producédo agronémica em escala. Como tais informagdes relevantes encontram-se dispersas
na literatura, o objetivo deste estudo foi concatenar e discutir 0 uso de Lippia spp. na
medicina veterinaria e aquicultura. Assim, foram utilizadas referéncias bibliogréaficas
baseadas em teses, artigos e anais completos em eventos cientificos, todos disponiveis nos
Periddicos Capes, Scielo, Google Académico, Web of Knowledge e bibliotecas digitais das

universidades, publicados no periodo de 1993 a 2013.

Constitui¢do quimica dos 6leos essenciais de plantas do género Lippia

Em geral, geranial (= citral, ou 3,7-dimetil-2,6-octadienal ou lemonal), carvona,
carvacrol (= cimofenol) e timol sdo os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de
Lippia spp. Ha uma variacdo no teor e composicdo quimica dos 6leos essenciais de diferentes
espécies, no que refere-se aos constituintes majoritarios (Tabela 1). Tais variacdes nos
constituintes majoritarios do 6leo essencial, para uma mesma espécie, sdo decorrentes da
parte da planta utilizada para extracdo, processo de extracdo e colheita de Lippia spp.,
ambiente e solo diferenciados (ZOGHBI et al.,1998; SILVA et al., 2006; NOGUEIRA et al.,
2007; ESCOBAR et al., 2010; JANNUZZI et al., 2011; BITU et al., 2012), além de outros
fatores.

Carvona e geranial sdo terpendides, enquanto carvacrol € um nomoterpedide e timol
um terpeno, mas todos tém propriedades odoriferas diferentes. Além de tais compostos

volateis, outras substancias tais como alcaldides, taninos, flavondides, iridoides e
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naftoquinonas podem ser encontradas também nos extratos. Os flavonoides representam um
dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre as espécies de Lippia, mas com
relativa frequéncia em espécies desse género. Os iriddides glicosilados sdo outros
componentes em espécies de plantas desse género, enquanto as naftoquinonas sdo menos
frequentes em Lippia spp. (GOMES et al., 2011). Porém, tais constituintes desempenham

funcdes diferenciadas.
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TABELA 1. Constituintes majoritarios de 0leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas usadas
para extracao do produto. NI: N&o informado.

Espécies de Estrutura usada Constituintes majoritarios (% relativo) Localidade Referéncias
Planta
Primeiro Segundo Terceiro
L. alba Partes aéreas Geranial (20,7) Neral (16,4) Mirceno (15,0) Oriximing, PA (Brasil) OLIVEIRA et al. (2006)
L. alba Folhas secas Geranial (41,16) Neral (26,64) Limoneno (14,04) Séo Cristovao, SE (Brasil) JESUS et al. (2006)
L. alba Folhas frescas trans-dihidrocarvona  g-cariofileno (7,4) Neral (6,0) Cascavel, PR (Brasil) NOGUEIRA et al. (2007)
(61,3)
L. alba Folhas frescas trans-dihidrocarvona  Geranial (7,8) Neral (7,2) Cascavel, PR (Brasil) NOGUEIRA et al. (2007)
(52,2)
L. alba Folhas frescas Geranial (38,0) Neral (24,0) p-cariofileno (22,0) Cascavel, PR (Brasil) NOGUEIRA et al. (2007)
L. alba Folhas frescas Geranial (34,0) Neral (20,0) Mirtenol (11,2) Cascavel, PR (Brasil) NOGUEIRA et al. (2007)
L. alba Folhas frescas Geranial (46,9) Neral (32,1) Geraniol (2,0) Ilhéus, BA (Brasil) SILVA et al. (2006)
L. alba Folhas frescas Geranial (39,9) Neral (30,7) 6-metil-5-hepten-2-ona Ilhéus, BA (Brasil) SILVA et al. (2006)
31)
L. alba Folhas frescas Geranial (43,7) Neral (32,9) Geraniol (3,3) Ilhéus, BA (Brasil) SILVA et al. (2006)
L. alba Folhas frescas Geranial (46,3) Neral (32,1) Geraniol (2,9) Ilhéus, BA (Brasil) SILVA et al. (2006)
L. alba Partes aéreas Carvona (31,8) Limoneno (29,0) Biciclosesquifelandreno  Santander e Bucaramanga ESCOBAR et al. (2010)
(11,3) (Colémbia)
L. alba Partes aéreas Carvona (49,4) Limoneno (31,9) Piperitenona (5,1) Boyaca e Cubara (Colémbia) ESCOBAR et al. (2010)
L. alba Partes aéreas Carvona (49,6) Limoneno (25,8) Piperitenona (6,1) Santander e Bucaramanga ESCOBAR et al. (2010)
(Colémbia)
L. alba Partes aéreas Carvona (47,6) Limoneno (10,8) Piperitenona (5,1) Cundinamarca e Cachipai ESCOBAR et al. (2010)
(Colémbia)
L. alba Partes aéreas Carvona (52,6) Limoneno (18,2) Piperitenona (4,6) Cundinamarca, Cachipai (Colémbia) ESCOBAR et al. (2010)
L. alba Partes aéreas Carvona (48,3) Limoneno (19,1) Biciclosesquifelandreno  Tolima e Flandes (Colombia) ESCOBAR et al. (2010)
(9.3)
L. alba Partes aéreas Geranial (28,9) Neral (21,5) Trans-S-cariofileno (7,3)  Bolivar e Colorado (Colémbia) ESCOBAR et al. (2010)
L. alba Partes aéreas Geranial (23,3) Neral (19,5) Geraniol (11,9) Santander e Bucaramanga ESCOBAR et al. (2010)
(Colémbia)
L. alba Partes aéreas Geranial (26,7) Neral (26,7) Geraniol (5,5) Bolivar e Turbaco (Colémbia) ESCOBAR et al. (2010)
L. alba Folhas Linalol (59,66) 1,8-cineole (9,11) Germacrene D (3,78) RS (Brasil) HELWEIN et al. (2012)
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TABELA 1. Continuacéo...

L. alba Folhas frescas Linalol (37,47) 1,8-cineole (8,59) Camphor (6,87) RS (Brasil) CUNHA et al. (2010), apud
HELWEIN et al. (2012)

L. alba Folhas Neral (44,72) Geranial (23,10) Limoneno (11,89) NI PANDELO et al. (2012)

L. alba Folhas (S)-(+)-carvona Limoneno (14,22) Linalol (6,12) NI PANDELO et al. (2012)
(60,07)

L. alba Folhas Linalol (57,71) Eucaliptol (10,14) Geranial (4,89) NI PANDELO et al. (2012)

L. alba Folhas Carvona (54,57) Limoneno (23,13) Alpha-muroleno (4,84) CE (Brasil) HATANO et al. (2012)

L. alba Partes aéreas Linalol (62,6) Eucaliptol (5,9) Germacreno D (3,9) S&o Luiz Gonzaga, RS (Brasil) VEECK etal. (2012)

L. alba Partes aéreas 1,8-Cineole (34,9) Limoneno (18,4) Carvona (8,6) Santa Maria, PA (Brasil) ZOGHBI et al. (1998)

L. alba Partes aéreas Limoneno (32,1) Carvona (31,8) Germacreno D (21,0) Belterra, PA (Brasil) ZOGHBI et al. (1998)

L. alba Partes aéreas Germacreno D (25,4) Geranial (22,5) Neral (13,7) Chaves, PA (Brasil) ZOGHBI et al. (1998)

L. alba Folhas secas Geranial (28,71 a Neral (32,17 a Limoneno (19,94 a0,0) DF (Brasil) JANNUZZI et al. (2011)
42,96) 22,52)

L. alba Folhas secas Geranial (36,92) Neral (28,44) Mirceno (7,69) Formosa, GO (Brasil) JANNUZZI et al. (2011)

L. alba Folhas secas Geranial (34,92) Neral (26,87) Linalol (4,92) Recife, PE (Brasil) JANNUZZI et al. (2011)

L. alba Folhas secas Geranial (29,05) Neral (22,68) Limoneno (9,2) Rio de Janeiro, RJ (Brasil) JANNUZZ| et al. (2011)

L. alba Folhas secas Geranial (39,63) Neral (29,6) Oxido cariofileno (7,38)  Santa Maria da Vitoria, BA (Brasil)  JANNUZZI et al. (2011)

L. alba Folhas secas Geranial (40,1) Neral (30,97) Mirceno (3,9) Curitiba, PR (Brasil) JANNUZZ| et al. (2011)

L. alba Folhas secas Geranial (29,18) Neral (22,7) Mirceno (14,42) Vigosa, MG (Brasil) JANNUZZ] et al. (2011)

L. albaf. Partes aéreas Geranial (12,9) Neral (9,2) Nerol (9,7) Oriximind, PA (Brasil) OLIVEIRA et al. (2006)

intermedia

L. citriodora Partes aéreas Geranial (17,5) Neral (15,0) Limoneno (8,4) Antioquia, Rio negro (Colémbia) ESCOBAR et al. (2010)

L. citriodora Folhas secas Citral (11,32) Limoneno (10,6) Neral (7,86) Iranshahr (1rd) KHANI et al. (2012)

L. citriodora Partes aéreas Geranial (18,9) Neral (15,6) Limoneno (10,7) Quindio e Armenia (Colémbia) ESCOBAR et al. (2010)

L. dulcis Partes aéreas Trans-f-cariofileno o-cadineno (8,8) a-copaeno (8,4) Santander e Bucaramanga ESCOBAR et al. (2010)
(10,4) (Colémbia)

L. gracilis Folhas secas Carvacrol (36,73) p-cimeno (20,05) y-terpineno (13,09) Séo Cristovao, SE (Brasil) JESUS et al. (2006)

L. gracilis Folhas secas Timol (24,08 a 32- p-cimeno (15,91 a Metil timol (10,83 a S&o Cristovao, SE (Brasil) MENDES et al. (2010)
68) 17,82) 11,18)

L. gracilis Folhas secas Timol (59,26) S-cariofileno (8,57) Metil timol (8,32) Tomar do Geru, SE (Brasil) CRUZ et al. (2013)

L. gracilis Folhas secas Carvacrol (47,10) p-cimeno (11,75) y-terpineno (8,81) Tomar do Geru, SE (Brasil) CRUZ et al. (2013)

L. gracilis Folhas secas Carvacrol (48,99) p-cimeno (13,02) y-terpineno (8,55) Tomar do Geru, SE (Brasil) CRUZ et al. (2013)

L. gracilis Folhas secas Carvacrol (35,28) y-terpineno (21,11) p-cimeno (13,74) Rio Real, BA (Brasil) CRUZ et al. (2013)
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. gracilis

. gracilis

. grandis

. gracilis

. gracilis

. micromera
. multiflora

. multiflora

. multiflora

. origanoides
. origanoides
. origanoides
. origanoides

. origanoides
. origanoides

. origanoides

. origanoides
. rugosa

. rugosa

. sidoides
. sidoides

. sidoides

Folhas secas
Folhas frescas
Partes aéreas

Folhas secas

Folhas frescas
Partes aéreas

Partes aéreas
Partes aéreas
Partes aéreas
Partes aéreas

Partes aéreas
Partes aéreas

Partes aéreas

Partes aéreas
Folhas frescas

Folhas frescas

Folhas secas
Folhas

Folhas frescas

Timol (21,3)
Timol (44,42)
Carvacrol (37,12)

Carvacrol (27,59)
Timol (55,5)
Timol (29,1)

1,8-cineole

(38,7 -60,5)
1,8-cineole
(43-47)
Ipsdienona (54,6)

Timol (78,8)

Carvacrol (46,2)
Carvacrol (36,5)
p-cimeno (15,7)

Timol (53,6)
Carvacrol (38,8)

Trans-f-cariofileno
(11.3)
Carvacrol (38,6)

Germacreno D (43,5)

Germacreno D (43,7)

Timol (83,62)
Timol (59,65)

Timol (68,3)

Carvacrol (20,85)
Carvacrol (22,21)
p-cimeno (11,64)

Timol (18,0)

p-cimeno (10,8)
Timol
(14,9)
Sabineno (16,9)

Timol (30,0-40,0)
Timol (41,9)

p-cimeno (6,6)
p-cimeno (12,0)
p-cimeno (13,9)
Trans-p-cariofileno
(9.4)

p-cimeno (11,5)
Timol (15,1)

p-cimeno (11,2)

p-cimeno (10,3)
trans-g-cariofileno
(17,4)
Z-R-cariofileno
(16,4)

p-cimeno (6,34)

E-cariofileno (10,60)

p-cimeno (14,4)

metil eter

a-pineno (19,42)
p-cimeno (6,23)
Timol (7,83)

p-cimeno (16,24)

Timol metil eter (10,53)

p-cimeno (13,1)
S-pineno (13,0)
Linalol (29,0)

(E)- tagetona (30,2)
y-terpineno (2,7)
y-terpineno (9,5)
y-terpineno (13,2)

a-felandreno (8,7)

y-terpineno (6,3)
y-terpineno (12,6)

a-felandreno (9,9)

Timol (18,5)
Limoneno (3,8)

a-cadinol (6,5)

Mirceno (1,75)
p-cimeno (9,08)

NI

Crato, CE (Brasil)
Crato, CE (Brasil)
Santarém, PA (Brasil)

SE (Brasil)

Poco Redondo, SE (Brasil)

Cesar e Manaure (Colémbia)
Nigéria

Ghana

Paises Africanos

Alto Patia (Colémbia)

Santander e Piedecuesta (Colémbia)
Santander e Jérdan Sube (Col6mbia)
Santander e Jérdan Sube (Col6mbia)
Cauca e Mercaderes (Coldmbia)
Santander e Bucaramanga
(Colémbia)

Santander e Los Santos (Colémbia)

Oriximind, PA (Brasil)
N’Dali (Benim)

Gbegourou (Benim)

Séo Cristovao, SE (Brasil)
Horizonte, CE (Brasil)

Teresing, Pl (Brasil)

BITU etal. (2012)
BITU etal. (2012)
SARRAZIN et al. (2012)

CARVALHO et al. (2013)
FERRAZ et al. (2013)
ESCOBAR et al. (2010)

FOLASHADE e OMOREGIE

(2012)

FOLASHADE e OMOREGIE

(2012)

FOLASHADE e OMOREGIE

(2012)
BETANCOURT et al. (2012)
ESCOBAR et al. (2010)
ESCOBAR et al. (2010)
ESCOBAR et al. (2010)

ESCOBAR et al. (2010)
ESCOBAR et al. (2010)

ESCOBAR et al. (2010)

OLIVEIRA et al. (2007)
YEHOUENOU et al. (2012)

YEHOUENOU et al. (2012)

JESUS et al. (2006)
FONTENELLE et al. (2007)

OLIVEIRA et al. (2009)
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. sidoides
. sidoides

. sidoides
. sidoides

. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides
. sidoides

. triplinervis

Folhas frescas
NI

NI
Partes aéreas

Folhas

Folhas secas
Folhas secas
Folhas secas
Folhas secas
Folhas secas
Folhas secas
Folhas secas
Folhas secas
Folhas frescas

Partes aéreas

Timol (67,6)
Timol (59,65)

Timol (59,65)
Timol (83,24)

1,8 cineole (26,67)

Timol (38,7)

Carvacrol (43,7)

Timol (42,33)
Timol (68,81)
Timol (68,4)

Timol (70,36)

Carvacrol (46,09)

Timol (84,87)
Timol (84,9)

Carvacrol (31,9)

1-monoestearina (8)

Cariofileno
(10,60)

(E)

p-cariofileno (10,60)

trans-cariofileno

(5,77)

Isoborneol (14,60)

p-cimeno (34,1)
p-cimeno (17,8)
p-cimeno (11,97)
p-cimeno (10,02)
p-cimeno (10,56)
p-cimeno (8,36)
y-terpineno (15,5)
p-cimeno (5,33)
p-cimeno (5,33)

Timol (30,6)

2-monopalmitina (7,15)
Cimeno para (9,08)

Cimeno (9,08)

p-cimeno (4,46)

Bornil acetato (10,77)
Metil timol (9,4)
y-terpineno (16,6)
p-cariofileno (11,03)
p-cariofileno (8,13)
p-cariofileno (8,81)
p-cariofileno (8,01)
p-cimeno (15,06)
Timol metil eter (3,01)

etil-metil
(3,01)

p-cimeno (12,3)

Fortaleza, CE (Brasil)
CE (Brasil)

NI
Horizonte, CE (Brasil)

Hidrolandia, GO (Brasil)

Poco Redondo, SE (Brasil)
Poco Redondo, SE (Brasil)

SE (Brasil)

Mossord, RN (Brasil)
Mossord, RN (Brasil)
Limoeiro do Norte, CE (Brasil)
Poco Redondo, SE (Brasil)
Crato, CE (Brasil)

Crato, CE (Brasil)

Araponga, MG (Brasil)

GOMES et al. (2012)
CAMURCA-VASCONCELOS
et al. (2007)

RONDON et al. (2012)

LIMA et al. (2013)

MORAIS et al. (2012)
FARIAS-JUNIOR et al. (2012)
FARIAS-JUNIOR et al. (2012)
CARVALHO etal. (2013)
CAVALCANTI et al. (2010)
CAVALCANTI et al. (2010)
CAVALCANTI et al. (2010)
CAVALCANTI et al. (2010)
MOTA et al. (2012)

VERAS et al. (2013)

LAGE et al. (2013)
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A composicdo quimica de 6leos essenciais de Lippia spp. € também determinada por
fatores genéticos e outros fatores podem ainda acarretar alteragdes significativas na producéo
dos metabdlitos secundéarios de tais plantas. A acdo de fatores abidticos no rendimento e
composicdo de 6leos essenciais pode ser influenciada pela sazonalidade (SILVA et al., 2006;
NOGUEIRA et al., 2007; MORAIS, 2009), disponibilidade de &agua, luminosidade,
temperatura, estagio de desenvolvimento da planta e seu estado nutricional. Além disso, a
colheita e os procedimentos de pos-colheita influenciam, sobremaneira, na quantidade e
constituicdo quimica desses 0Oleos essenciais. Bezerra et al. (2011) relataram que o horério de
corte das folhas de L. alba influenciou no rendimento de 6leo essencial, obtendo-se uma
maior producdo em amostra coletas ao meio-dia. Ehlert et al. (2013) ndo observaram
diferencas significativas na producdo de massa foliar e produtividade de dleo essencial em
massa fresca e seca de L. alba submetidas a diferentes horarios de colheita. Porém, houve
variacdo nos teores dos constituintes majoritarios carvora, limoneno, sabineno, g-terpuneno e
linalol. Em relacdo ao estagio de desenvolvimento, Pandel6 et al. (2012) verificaram que a
maior producdo de Oleo essencial de L. alba ocorreu nas folhas onde os tricomas ainda nédo
foram abertos. Consequentemente, isso pode influenciar nos resultados de tratamentos e testes
bioldgicos usando patdgenos e 6leos essenciais de espécies de Lippia (MORAIS, 2009).

O comportamento agrondmico também possui relevancia no rendimento de oleo
essencial. Jannuzzi et al. (2010) estudando 16 quimiotipos de L. alba observaram que os
gen6tipos com maior area foliar e maior comprimento de hastes tendem a apresentar maior
teor de 6leo essencial e concentracdo de linalol. Além disso, que a quantidade de éleo extraido
foi inversamente proporcional a producdo de massa foliar seca. A variabilidade genética e
fenotipica das plantas aromaticas pode ser Gtil em programas de melhoramento genético e
fitoterapia, melhorando a qualidade da matéria prima vegetal (JANNUZZI et al., 2011).

O rendimento e teor do 6leo essencial de 42 clones-elite de L. alba mostraram maior
rendimento em plantas colhidas no periodo seco, mas o maior teor de linalol foi obtido de
plantas colhidas no periodo chuvoso (ALMEIDA et al., 2012). Varia¢cBes sazonais no
rendimento, teor e constituicdo quimica de oleo de L. alba, extraidos nas quatro estacfes do
ano, foram descritas por Nogueira et al. (2007), com os melhores rendimentos e maiores
concentragdes de trans-dihidrocarvona, citral, p-cariofileno e germacreno-D ocorrendo

durante a primavera e verdo. Para o cultivo de L. sidoides, o crescimento foi positivamente
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influenciado pela irrigagdo, com maiores valores em didmetro do coleto e altura para as
maiores laminas aplicadas (ALVARENGA et al., 2012).

No tocante aos procedimentos pos-colheita alguns estudos foram também conduzidos.
Nagao et al. (2005) avaliando a influéncia do periodo de secagem durante estacdo seca e
chuvosa, para 6leo essencial de L. alba nas condi¢cdes do Ceard/Brasil, observaram que a
secagem do material vegetal pode ser feita até o oitavo dia, garantindo o maior teor de 6leo
essencial rico em citral e limoneno. Além disso, concluiram que o periodo de secagem e a
época de colheita influenciam no teor de 6leo essencial, e também que a massa do material
vegetal sofre influéncia da umidade quando seco em ambiente natural.

Portanto, como os constituintes dos 6leos essenciais de Lippia sdo muito instaveis a
presenca de luz, calor e umidade (GOMES et al., 2011), o armazenamento deve ser criterioso
para evitar variagBes quantitativas e qualitativas dos constituintes no dleo essencial de

qualquer espécie.

Efeitos antimicrobianos e antiparasitarios de Lippia spp.

Vaérios tipos de extratos de Lippia spp. vém sendo amplamente testados por seu
potencial antimicrobiano e antiparasitario em diferentes ensaios in vitro e in vivo (Tabela 2).
A acdo antimicrobiana de determinados 6leos essenciais dessas plantas pode ser superior a de
farmacos-controles utilizados em protocolos in vitro (OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2007; NOGUEIRA et al., 2007; SARRAZIN et al.,, 2012; ZARE et al., 2012;
FONTENELLE et al., 2007). Em geral, sdo 0os compostos majoritarios timol e carvacrol que

possuem forte atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias (GOMES et al., 2011).

Outros estudos também destacam o uso de Lippia spp. contra microrganismos e
parasitos. Extratos micro-encapsulados de L. sidoides apresentaram atividade antiflngica
contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis (FERNANDES et al., 2012).

A resisténcia de ectoparasitos e endoparasitos as drogas antiparasitarias convencionais,
a poluicdo ambiental causada por tais drogas e presenca de residuos farmacoldgicos em
alimentos de origem animal s&o desafios enfrentados na producdo animal, incentivando entéo
pesquisas com fitoquimicos. Oleo essencial de L. gracilis mostrou efic4cia, in vitro, no
controle de larvas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (CRUZ et al., 2013),

bem como L. sidoides no controle de larvas de Dermacentor nitens e larvas e fémeas
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ingurgitadas de R. microplus (GOMES et al., 2012). Similarmente, Lage et al. (2013)
comprovaram a bioatividade do Oleo essencial de L. triplinervis no controle de larvas e
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Esses estudos indicam que 6leos essenciais de Lippia
spp. possuem principios bioativos com potencial antiparasitario satisfatorio contra espécies de
carrapatos que acometem animais silvestres e domésticos, podendo ser uma alternativa viavel
para tratamento da ectoparasitose.

Outro desafio da medicina veterinaria tem sido a Leishmaniose Visceral (LV), uma
zoonose caracteristica das regides tropicais e subtropicais do planeta, causada pelo
protozoario Leishmania infantum chagasi. Essa doenca infectocontagiosa, transmitida pelo
flebotomineo Lutzomia longipalpis acomete canideos, felinos, roedores e marsupiais. Nos
ultimos anos, o Ministério da Saude (MS) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tém
apoiado e incentivado investigacdes visando novas tecnologias que contribuam para a
vigilancia epidemioldgica e novos tratamentos para controle da LV no Pais (VILA-NOVA,
2012). Estudos in vitro usando 19 6leos essenciais de Lippia spp. relataram que sete dos seus
constituintes majoritarios foram efetivos contra formas intracelulares de L. chagasi e T. cruzi,
principalmente L. alba, a mais efetiva contra formas epimastigotas e promastigotas de T.
cruzi. Porém, L. origanoides foi mais efetiva contra formas promastigotas de L. chagasi. Tais
resultados séo atribuidos aos constituintes timol e S-carvone, o0s quais tem efetividade contra
formas amastigotas intracelulares de T. cruzi (ESCOBAR et al., 2010). Oleo essencial de L.
sidoides foi também efetivo contra formas promastigotas de L. chagasi (OLIVEIRA et al.,
2009; FARIAS-JUNIOR, et al, 2012; RONDON et al., 2012). Portanto, tais atividades anti-
protozodrios indicam esses 0leos essenciais como promissores no tratamento e controle da LV

em animais.
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TABELA 2. Potencial antimicrobiano e antiparasitario de diferentes extratos de Lippia spp. OE: Oleo essencial; EM: extrato metandlico; EC:
extrato cloroformico; EE: extrato etandlico. MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Espécies de Lippia ~ Tipode Microrganismos e parasitos sensiveis Microrganismos e Tipode Ensaio  Referéncias
extrato parasitos resistentes
L. alba OE Candida albicans sorotipo B, Candida albicans, Candida - In vitro OLIVEIRA et al. (2006)

guilliermondii, Candida parapsilosis,

Cryptococcus neoformans, Trichophytum rubrum,
Fonsecaea pedrosoi, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus MRSA, Lactobacillus casei e
Streptococcus mutans

L. alba EM Staphylococcus aureus, Bartonella cereus, Escherichia coli, In vitro FABRI et al. (2011)
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Candida albicans e
Salmonella typhimurium e Shigella sonnei Cryptococcus
neoformans
L. alba OE Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis, - In vitro NOGUEIRA et al. (2007)
Escherichia coli e Staphylococcus intermedis
L. alba OE Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi. - In vitro ESCOBAR et al. (2010)
L. albaf. OE Candida albicans, Candida albicans, Candida - In vitro OLIVEIRA et al. (2006)
intermedia guilliermondii, Candida parapsilosis, Cryptococcus

neoformans, Trichophytum rubrum, Fonsecaea pedrosoi,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA,
Lactobacillus casei e Streptococcus mutans.

L. berlandieri OE Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus spp. - In vitro PORTILLO-RUIZ et al. (2012)

L. berlandieri EC Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. - In vitro AVILA-SOSA et al. (2010)

L. citriodora OE Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi - In vitro ESCOBAR et al. (2010)

L. citriodora OE Staphylococcus aureus MRSA. - In vitro ANSARI et al. (2012)

L. citrodora OE Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella - In vitro ASGHARI et al. (2012)
entertidies

L. dulcis OE Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi - In vitro ESCOBAR et al. (2010)

L. gracilis OE Rhipicephalus microplus - In vitro CRUZ et al. (2013)

L. gracilis OE Escherichia  coli,  Pseudomonas  aeruginosa e Bacillus cereus, In vitro BITU et al. (2012)
Sthaphylococcus aureus Shigella flexineri e

Klebsiella pneumonia




TABELA 2. Continuacéo...

45

L. grandis

L. hermannioides

L. micromera
L. nodiflora

L. origanoides

L. origanoides
L. origanoides

OE

EM

OE
EM

OE

OE
OE

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae

Bartonella cereus e Pseudomonas aeruginosa

Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi

Staphylococcus areus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Microccus loteus, Klebsiella oxytocal, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli,
Aspergillus Niger e Candida albicans

Candida albicans sorotipo B, Candida albicans, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Cryptococcus
neoformans, Trichophytum rubrum, Fonsecaea pedrosoi,
Staphylococcus aureus MRSA, Lactobacillus casei e
Streptococcus mutans

Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi

Salmonella  enteritidis,  Salmonella  typhimurium,
Escherichia coli, Bifidobacterium breve e Lactobacillus
acidophillus.

Pseudomonas
aeruginosa e Candida
albicans

Candida albicans,
Escherichia coli,
Staphylococcus
aureus,

Klebsiella
pneumoniae,
Salmonella
typhimurium,

Shigella sonnei e
Cryptococcus
neoformans

In vitro

In vitro

In vitro
In vitro

In vitro

In vitro
In vivo

SARRAZIN etal. (2012)

FABRI et al. (2011)

ESCOBAR et al. (2010)
ZARE et al. (2012)

OLIVEIRA et al. (2007)

ESCOBAR et al. (2010)
BETANCOURT et al. (2012)
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L. pseudo-thea EM
L. rubella EM
L. rugosa OE
L. salviaefolia EE
L. sidoides EE
L. sidoides EM
L. sidoides OE
L. sidoides OE
L. sidoides OE
L. sidoides OE

Candida albicans, Bartonella cereus e Pseudomonas

aeruginosa

Staphylococcus aureus, Bartonella cereus, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Salmonella
typhimurium e Shigella sonnei
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Fusarium

oxysporum, Penicillium digitatum, Aspergillus ochraceus
e Aspergillus parasiticus.

Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e
Cryptococcus neoformans

Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e
Candida glabrata

Staphylococcus aureus, Bartonella cereus,

Pseudomonas  aeruginosa, Klebsiella  pneumoniae,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Shigella
sonnei
Microsporum
tropicalis
Leishmania chagasi promastigotas

canis, Candida albicans e Candida

Dermacentor nitens e Rhipicephalus microplus

Haemonchus contortus, Syphaciaob velata e Aspiculuris
tetraptera

Escherichia coli, In vitro

Staphylococcus

aureus, Klebsiella

pnemoniae,

Salmonella

typhimurium,

Shigella sonnei e

Cryptococcus

neoformans

Escherichia coli, In vitro

Candida albicans e

Cryptococcus

neoformans
- In vitro
- In vitro
- In vitro

Escherichia coli e In vitro

Salmonella

typhimurium
- In vitro
- In vitro
- In vitro
- In vitro

In vivo

FABRI etal. (2011)

FABRI et al. (2011)

YEHOUENOU et al. (2012)

FUNARI et al. (2012)
FERNANDES et al. (2012)

FABRI et al. (2011)

FONTENELLE et al. (2007)
OLIVEIRA et al. (2009)
GOMES et al. (2012)

CAMURCA-VASCONCELOS et al.
(2007)




TABELA 2. Continuacéo...

47

L. sidoides OE

Leishmania chagasi promastigota In vitro FARIAS-JUNIOR et al. (2012)
L. sidoides OE L. chagasi promastigota e amastigota In vitro RONDON et al. (2012)
L. triplinervis OE Rhipicephalus microplus In vitro LAGE et al. (2013)
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O uso indiscriminado de antihelminticos sintéticos no controle de espécies de
nematoides gastrointestinais em ruminantes tem causado resisténcia parasitaria, alto custo
para a pecuaria, além da contaminacdo ambiental. Tais fatores vém estimulando a busca por
farmacos naturais como alternativa para tal finalidade na medicina veterinaria. Efeito
inibitério dose-dependente do timol em 6leo essencial de L. sidoides, na eclosdo de ovos e
larvas de H. contortus, S. velata e A. tetraptera, nematoides comuns em pequenos ruminantes,

foi relatado por Camurca-Vasconcelos et al. (2007).

Outras utilidades dos 6leos essenciais de Lippia spp. na medicina veterinaria

Vaérios estudos tém comprovado acdo antinflamatéria, analgésica e cicatrizante de
produtos extraidos de Lippia spp. Em ratos, foi demonstrado efeito antinflamatério e
analgesico do o6leo essencial de L. gracilis, que causou reducdo de edema e migracdo
leucocitaria, bem como reducdo na nocicep¢do de modo similar aos efeitos do &cido acetil
salicilico (Mendes, 2010). Ac¢do cicatrizante e antinflamatdria do timol, obtido de L. gracilis
ocorreu em ratos, levou também a reducdo de edema e influxo leucocitario na regido lesada,
além da melhoria na granulacdo e retracdo da lesdo (RIELLA et al., 2012).

Efeitos antinociceptivo e antinflamatorio do 6leo essencial de L. gracilis usado via
oral, avaliado por medicdo do acido acético, formalina e teste da placa quente, em inflamacéo
induzida por carragenina foram também relatados em ratos. Houve redugdo da peritonite e
decréscimo na sintese de mediadores da inflamacgdo, provavelmente devido a acdo da
naringenina, constituinte quimico isolado de L. gracilis com atividade antinflamatéria
(GUIMARAES et al., 2012). Haldar et al. (2012) avaliando diferentes extratos de L. alba
observaram que 0 extrato aquoso teve maior acdo antinociceptiva, enquanto 0s extratos
cloroférmico e etanélico mostraram maior acdo antinflamatoria. A¢do antinflamatéria do 6leo
essencial de L. sidoides e seu constituinte majoritario, o timol, foi investigada em edema
agudo da orelha de ratos. Houve acdo antinflamatoria desse 6leo provavelmente devido a
abundancia de timol, pois ndo houve diferenca significativa entre os resultados de ambas as
substéancias e 0 uso crénico dessa substancia causou efeito pro-inflamatorio (VERAS et al.,
2013).

Como L. alba é amplamente utilizada na América Central e do Sul como
tranquilizante, concentracOes de citral, limoneno e mirceno obtidas a partir de 6leo essencial
dessa planta mostraram efeitos sedativo e relaxante em camundongos (VALE et al., 2002).

Em ratos, (R)-(-)-carvona obtido de L. alba e administradoa intraperitoneal mostrou efeito
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similar ao Diazepam®, farmaco de referéncia para tranquilizantes, indicando entdo o uso
potencial desse 6leo essencial no tratamento da ansiedade (HATANO et al., 2012).

Espécies do género Lippia tem sido testadas também por sua acdo anti-cancerigena.
Ensaios in vitro da proliferacdo e apoptose de células HepG2 (human hepato cellular
carcinoma) e camundongos com células tumorais Sarcoma 180 usando 6leo essencial de L.
gracilis mostraram atividade antitumoral significativa em ambos os ensaios (FERRAZ et al.,
2013). Estudos de Ribeiro et al. (2012) também confirmaram atividade citotoxica do extrato

de L. gracilis.

Lippia spp. na aquicultura

Vérias substancias quimicas vém sendo também testadas como anestésicos,
antimicrobianos e antiparasitarios, para uso na aquicultura. Porém, a busca por novos
produtos alternativos de baixo custo, para esse setor produtivo, com menor risco a saude dos
animais e dos manipuladores tem incentivado pesquisas com fitoquimicos (CUNHA, 2011).
Em cavalos-marinhos Hippocampus reidi, avaliagdo do tempo de inducéo e recuperagdo da
anestesica com 6leo essencial de L. alba mostrou que concentracdo crescente desse Gleo
diminuiu proporcionalmente o tempo de inducdo da anestesia, inibindo o aumento da glicose
sanguinea provocada pelo estresse de transporte, e evitando alteracdes no numero de
leucdcitos sanguineos (CUNHA et al. 2011). Em jundia Rhamdia quelen, concentraces de
6leo essencial de L. alba, variando de 100 a 500 mg/L, mostraram eficacia anestésica,
inibindo os niveis de cortisol plasmatico sem alterar o odor e sabor do filé (CUNHA et al.,
2010).

Oleo essencial de L. alba mostrou também eficécia sedativa no transporte de R. quelen
(BECKER et al., 2012; VEECK et al., 2013) e na reducao dos efeitos oxidativos post-mortem,
devido a estabilizacéo lipidica durante a estocagem sob congelamento (VEECK et al., 2013).
Estudos avaliaram os biomarcadores lipoperoxidacdo, catalase, superoxido dismutase e
glutationa-s-transferase durante o transporte de R. quelen com uso de dleo essencial de L.
alba, que melhorou o estado de oxirreducdo nos tecidos avaliados, tanto em condicdo de
hiperdxia quanto em hipoxia (AZAMBUJA et al., 2011). Portanto, o uso desse 6leo essencial
no transporte de R. quelen reduziu o estresse oxidativo. Similarmente, em camardo

Litopenaeus vannamei, 500 e 750 pL/L de 6leo essencial de L. alba para animais em estagios
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de pds-larvas e sub-adultos, respectivamente, teve efeito anestésico e diminui o estresse
oxidativo (PARODI et al., 2012). Em peixes, o efeito anestésico do 6leo essencial de L. alba
esta relacionado com o envolvimento do sistema GABAérgico (HELDWEIN et al., 2012).

Em surubim Pseudoplatystoma sp., foi demonstrado eficacia do extrato hidroalcodlico
de L. sidoides contra Listeria monocytogenes, bactéria que acomete pescados refrigerados
(REIS et al., 2011). Oleo essencial de L. citriodora mostrou acdo contra Tribolium confusum,
inseto geralmente encontrado em ragdes para animais, quando estocadas (KHANI et al.,
2012). Oleo essencial de L. rugosa possui também uso potencial contra microrganismos que
acometem alimentos estocados (YEHOUENOU et al., 2012). Assim, ambas as plantas
parecem promissoras para conservacdo de racdes de peixes e outros organismos agquaticos,
pois no cultivo o uso de ragdes com elevados niveis de proteina de origem animal tem
problemas constantes de conservacao, devido a agdo de insetos, microrganismos e outros.

Em til&pia-do-nilo Oreochromis niloticus foi demonstrado que 6leo 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. e Klebsiella sp. (LA ROSA, 2011). Porém, ndo ha
informacgdes sobre a eficacia de Lippia spp. no tratamento de bactérias patogénicas e
ectoparasitos (protozoarios e monogenoideas) e endoparasitos (helminto) causadores de
doencas em peixes de piscicultura.

Estudos conduzidos durante duas décadas tém demonstrado o potencial de Lippia spp.
na medicina veterinaria, devido aos diferentes constituintes bioativos com mdltiplas
propriedades nessas plantas. Porém, sdo necessarios estudos para implementacdo de
protocolos farmacoldgicos e terapéuticos visando a profilaxia, tratamento de enfermidades,
bem como o aprimoramento do manejo de animais de interesse zootécnico. Na aquicultura, os
problemas com doencas bacterianas e parasitarias sao frequentes devido ao estresse de manejo
e intensificagdo do cultivo, assim o uso de produtos quimioterapicos é constante, causando
riscos aos manipuladores e contaminacdo dos os efluentes despejados, geralmente, em corpos
d’agua naturais, além do acumulo residual na carne dos pescados cultivados. O uso de Lippia
spp. poderia ser uma alternativa economicamente viavel em substituicdo aos quimioterapicos,
além de ser mais seguro para o consumidor e para 0 meio ambiente. Além disso, estudos
agrondémicos indicam facilidade na producdo em larga escala, na obtencéo de 6leos essenciais

e outros extratos de Lippia spp.
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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos antiparasitarios, in vivo e in vitro, do 6leo essencial (OE) de
Lippia alba e alteracfes sanguineas e histopatoldgicos para Colossoma macropomum. No
ensaio in vitro foram testados os efeitos antihelminticos de 160, 320, 640, 1280 e 2560 mg/L
do OE contra monogenoideas (Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis e
Mymarothecium boegeri) das branquias desse peixe parasitados naturalmente. As
concentracdes de 1280 mg/L e 2560 mg/L mostraram 100% de eficacia ap6s 20 minutos de
exposicdo aos OE, enquanto nas menores concentracdes essa eficacia contra o0s
monogenoideas de branquias ocorreu somente apds 2-3 h da exposicao in vitro. Porém, nos
controles a mortalidade de todos esses monogenoideas ocorreu somente em 9 horas. Um total
de 240 alevinos foram distribuidos em 4 tratamento (20 peixes por repeticdo) e 3 repeticdes
foram usados no ensaio in vivo, para banhos com 100 e 150 mg/L de OE de L. alba, durante
30 minutos. Neste ensaio ocorreu eficacia de 40,7% e 50,3% contra
Ichthyophthirius multifiliis nos peixes expostos a 100 e 150 mg/L do OE, respectivamente.
Porém, para monogenoideas houve uma eficacia de 14,0% somente nos peixes expostos 100
mg/L do OE usado. Além disso, nos peixes expostos tais concentracdes do OE houve
aumento dos niveis de glicose plasmatica, indicando sinais estresse. Lesdes severas como
hiperplasia e fusdo do epitélio lamelar, dilatacdo capilar, descolamento do epitélio e
aneurisma lamelar, ruptura epitelial com hemorragia, congestdo, edema e necrose,
proliferacdo de células mucosas e células de cloreto e hipertrofia lamelar foram observadas
nas branquias dos peixes expostos a 100 e 150 mg/L de OE de L. alba. Alteraces nos niveis
de proteinas totais, hemoglobina, hematdcrito, nimero de eritrdcitos, trombdcitos e leucocitos
totais, linfocitos, eosinofilos e neutrofilos sanguineos também foram observadas nesses
peixes. OE de L. alba mostrou grande potencial no tratamento antiparasitario, uma vez que foi
encontrada elevada eficacia in vitro contra espécies de monogenoideas e eficacia in vivo
contra protozoarios I. multifiliis. Devido as baixas concentra¢fes do OE (100 e 150 mg/L),
que foram toleradas pelos peixes e possivel entdo usar nos banhos terapéuticos, a eficacia
contra monogenoideas foi baixa, indicando a necessidade de estratégias adicionais para 0 uso
desse OE nos tratamentos antiparasitarios, pois as concentragdes que eliminam esses
ectoparasitos sao toxicas para os hospedeiros. Finalmente, este é o primeiro estudo sobre
atividade antiparasitaria de L. alba.

PALAVRAS-CHAVE: Monogenoidea, Parasitos, Planta medicinal, Sangue, Tambaqui.
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1. Introducéo

A fitoterapia tem se tornado uma alternativa importante no tratamento de doencas
parasitarias, devido aos efeitos secundarios atribuidos a drogas sintéticas. Uma planta
medicinal pode conter um ou mais compostos quimicos com potencial para ser utilizado
terapeuticamente. Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) é um subarbusto aromatico
amplamente encontrado em varias regides do mundo tais como Brasil, Bangladesh, india,
México, Paraguai, Uruguai, norte da Argentina, sul dos Estados Unidos e Austréalia.

Devido ao grande potencial bioativo de L. alba, com efeitos analgésico, anti-
inflamatorio, sedativo e antiespasmodico, é muito usada na medicina tradicional (Mamun-Or-
Rashid et al., 2013; Tavares et al., 2011). Estudos comprovam atividades antibacteriana,
antifangica, antiprotozoario (Fabri et al., 2011; Nogueira et al., 2007; Oliveira et al., 2006),
antiparasitaria (Escobar et al., 2010), antinflamatéria (Haldar et al., 2012) de dleo essencial
(OE) de L. alba e seus constituintes. Em peixes, tem sido demonstrado a¢do anestésica e
redutora do estresse oxidativo do OE de L. alba em animais submetidos a transporte
(Azambuja et al., 2011, Cunha et al., 2010). Tais propriedades bioativas do OE de L. alba sao
atribuidas a riqueza de constituintes quimicos majoritarios tais como geranial, carvona, neral,
linalol, neral e limoneno. Recentemente, a utilizacdo de produtos naturais derivados de
plantas, para controle de parasitos, tem recebido grande atencdo (Boijink et al., 2015;
Hashimoto et al., 2016; Huang et al., 2013; Ji et al., 2012; Steverding et al., 2005; Xiao-Feng
et al., 2014; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2015). Porém, ndo tem sido
investigado os efeitos de OE de L. alba em ectoparasitos de peixes.

Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui) € um Serassalmidae da Amazonia
amplamente cultivado em diferentes sistemas intensivos, devido a sua boa adaptacao as racdes
balanceadas e relativa rusticidade. Porém, com o incremento da producdo desse peixe o
surgimento de doengas parasitarias causadas por ectoparasitos, protozoarios
(Ichthyophthirius multifiliis) e monogenoideas (Anacanthorus spathulatus, Notozothecium
janauachensis, Mymarothecium boegeri e Linguadactyloides brinkmanni), tem afetado o seu
cultivo, causando prejuizos econdmicos devido as epizootias (Boijink et al., 2015; Martins et
al., 2002; Pinheiro et al., 2015). Tais problemas requerem um constante monitoramento para
diagnostico e tratamento adequados das parasitoses, um desafio na piscicultura intensiva do
tambaqui. Porém, as substdncias usadas para controle dos parasitos sdo produtos

quimioterapicos, geralmente toxicos para 0s peixes e podem causar danos a saude do homem
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e ao meio ambiente (Pinheiro et al., 2015). O uso de produtos naturais com propriedades
terapéuticas, tais como OE de L. alba, pode ser uma solucéo para o controle desses parasitos
em peixes, necessitando de estudos para testar a sua efetividade ainda ndo investigada. Assim,
esse estudo teve como objetivo investigar os efeitos antiparasitarios, in vivo e in vitro, do OE
de L. alba, bem como as possiveis alteracGes sanguineas e histopatologicos nas branquias de

tambaqui C. macropomum.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao e composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia alba

O cultivo das plantas e a extracdo do 6leo essencial foram realizados no Setor de
Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazonia Ocidental, em Manaus, estado do
Amazonas, Brasil. O 6leo essencial foi extraido das folhas e inflorescéncias da L. alba através
de hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger. A anélise quimica do OE foi feita por
cromatografia gasosa com espectrometria de massas. Os componentes quimicos do OE de L.
alba, usado neste estudo, sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Constitui¢do quimica do 6leo essencial de Lippia alba.

Pico Teor % IR Identificacdo
1 0,7 977 beta-pineno
2 3,5 989 mirceno
3 17,5 1029 limoneno
4 0,3 1037 (2)-ocimeno
5 1,1 1048 (E)-ocimeno
6 1,6 1096 linalol
7 0,2 1200 trans-di-hidro-carvona
8 0,4 1216 trans-carveol
9 61,7 1245 carvona
10 0,6 1252 piperitona
11 0,7 1337 piperitenona
12 0,5 1372 alfa-copaeno
13 0,4 1380 beta-bourboneno
14 0,3 1387 beta-elemeno
15 1,8 1414 (E)-beta-cariofileno
16 0,2 1456 alfa-humuleno
17 2,7 1475 germacreno D
18 0,2 1497 alfa-muuroleno
19 0,5 1508 germacreno A
20 04 1517 gama-cadineno
21 0,4 1557 nerolidol
22 0,3 1576 oxido de cariofileno
23 0,8 1641 beta-cedren-9-ona
24 3,0 1655 n.i.
25 0,4 1677 n.i.

Total identificado (%): 96,7




66

2.2. Peixes e aclimatacéo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Aquicultura e Pesca da Embrapa
Amapa, Macapd, estado do Amapa, Brasil. Alevinos de C. macropomum (£ 30 g) foram
obtidos de piscicultura comercial. Os peixes foram aclimatados durante sete dias em tanques
de 500 L de &gua e alimentados com racdo contendo 32% proteina bruta (PB). Nos tanques foi
mantido o sistema constante de renovacdo da agua, e 0s parametros da agua foram
monitorados: temperatura média 30,4 + 0,1 °C, oxigénio dissolvido 5,5 = 0,2 mg/L, pH 5,3 +
0,2, amonia 0,5 + 0,2 mg/L, alcalinidade 10,0 + 0 mg/L e dureza 10,0 £ 0 mg/L. Diariamente

foi feita uma remoc¢do de matéria organica acumulada no fundo dos tanques.

2.3. Ensaio in vitro com OE de Lippia alba e monogenoideas de C. macropomum

Para avaliar o tempo de exposigédo e as concentragdes de OE de L. alba que causam
mortalidade em espécies de monogenoideas das branquias de 20 C. macropomum (12,0 + 3,0
cm e 35,0 + 25,0 g) foram conduzidos testes in vitro. Para tal, utilizou-se dois grupos
controles, um com agua do tanque e outro com agua do tanque + alcool etilico absoluto, e
cinco diferentes concentracGes de OE de L. alba (160, 320, 640, 1280 e 2560 mg/L), usando
trés repeticOes para cada tratamento. Este solvente foi usado na proporgao de 1:10.

Arcos branquiais C. macropomum naturalmente parasitados por monogenoideas foram
retirados e individualizados em placas de Petri, onde foram submersos nas solu¢des de OE de
L. alba. Usando estereomicroscopio, campos de visdo contendo no minimo 20
monogenoideas foram selecionados para cada repeticdo, e ap6s a submersdo dos arcos
branquias nas diferentes concentracdes de OE de L. alba, a cada 10 minutos realizou-se
visualizacbes para quantificar o numero de monogenoideas vivos e mortos. Foram
considerados parasitos mortos aqueles que se desprenderam do tecido branquial e os aderidos
ao tecido branquial que perderam totalmente a mobilidade (Hashimoto et al., 2016). Em
seguida, a eficacia de cada tratamento foi calculada (Zhang et al., 2014).

A partir dos resultados in vitro foram determinadas as concentra¢bes usadas nos

banhos terapéuticos com OE de L. alba, apos um teste prévio da tolerancia dos peixes.

2.4. Ensaio in vivo com Colossoma macropomum
Alevinos (11,0 £ 1,0 cm e 44,0 £ 10,0 g), naturalmente parasitados, foram distribuidos

aleatoriamente em 12 tanques de 100 L, mantidos em sistema aberto de agua durante 48
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horas. Para este ensaio, foram usados quatro tratamentos e trés repeticdes, com 20 peixes por
repeticdo, e os peixes foram mantidos em sistema estatico de dgua (temperatura média 29,3 +
0,1°C, oxigénio dissolvido 6,3 £ 0,06 mg/L, pH 5,2 + 0,09, aménia 0,3 + 0,12 mg/L,
alcalinidade 10,0 £ 0 mg/L e dureza 10,0 £ 0 mg/L). Os tratamentos s&o 0s seguintes: grupos
controles com &gua do tanque ou com agua + alcool etilico absoluto (1:10), o solvente usado
para diluicdo do OE, 100 e 150 mg/L de OE de L. alba. Os peixes de todos os tratamentos
foram expostos durante 30 minutos ao OE de L. alba, exceto os dos grupos controle. Apos 0
banho de 30 minutos, a 4gua dos tanques foi mantida em fluxo continuo e 10 peixes de cada
repeticdo, dos diferentes tratamentos, foram usados para coleta das branquias, fixadas em
formalina 5%, para quantificacdo e identificacdo dos parasitos. Os parasitos foram preparados
para identificacdo usando recomendac@es prévias (Eiras et al., 2006). Apds quantificacdo dos
parasitos, foram calculados prevaléncia e intensidade média de infec¢do (Bush et al., 1997). A
eficacia de cada tratamento foi calculada (Zhang et al., 2014).

A outra parte dos peixes foi usada para analises sanguineas e histopatoldgicas.

As concentragdes in vitro, previamente testadas, mostram baixa tolerancia dos peixes
ao OE de L. alba; assim, somente concentracfes 100 e 150 mg/L puderam ser usadas nos
banhos terapéuticos.

2.5. Procedimentos de anélises dos parametros sanguineos de Colossoma macropomum

Apo6s os banhos terapéuticos de 30 minutos com 0, 100 e 150 mg/L de OE de L. alba,
cinco peixes de cada repeticdo (15 peixes por tratamento) foram usados para colheita
sanguinea. De cada peixe foi colhida uma amostra de sangue por pun¢do do vaso caudal,
utilizando seringas com EDTA (10%), que foi dividida em duas aliquotas. Uma aliquota foi
usada para contagem de eritrocitos totais em homocitdémetro, determinacdo do hematdcrito
usando o método de microhematdcrito e concentracdo de hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina. Com esses dados foram calculados indices hematimétricos de
Wintrobe: volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). Extensbes sanguineas foram confeccionadas e coradas pancromicamente
com uma combinagdo de May Griinwald-Giemsa-Wright (Ranzani-Paiva et al., 2013) para
contagem diferencial de leucdcitos em até 200 células de interesse em cada extensdo. A

identificacdo e nomenclatura das populacfes de leucdcitos seguiram as recomendagdes de
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Tavares-Dias et al. (1999). As extensdes foram também usadas para contagem do nimero de
leucdcitos e trombacitos totais (Ranzani-Paiva et al., 2013).

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 75 G, para obtencéo do plasma e para
andlise dos niveis de glicose e proteinas plasmaticas totais. A concentracdo de glicose foi
determinada pelo método enzimatico-colorimétrico de glicose oxidase usando kit comercial
(Biotécnica, MG, Brasil). A concentracao de proteinas plasmaticas totais foi determinada pelo
método de biureto usando kit comercial (Biotécnica, MG, Brasil). Para ambas as analises

bioquimicas, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro.

2.6. Procedimentos de analises histopatoldgicas das branquias de Colossoma macropomum

Apds os banhos terapéuticos de 30 minutos com 0, 100 e 150 mg/L de OE de L. alba,
6 peixes por tratamento (2 peixes de cada repeticdo) foram usados para coleta dos arcos
branquiais para analises histopatologicas. Ap6s 24 h desses banhos terapéuticos, outros 6
peixes por tratamento (2 peixes de cada repeticdo) foram usados para coleta dos arcos
branquiais para analises histopatologicas (recuperacao). Esses peixes usados na recuperacao
estavam mantidos nos tanques com agua de fluxo continuo e foram alimentados.

O primeiro arco branquial direito de cada peixe foi coletado e fixado em formalina
tamponada (10%), para analises histopatoldgicas. Os arcos branquiais foram desidratados
através de uma série gradual de etanol e xilol e, em seguida, inclusos em parafina, para
obtencdo de cortes consecutivos seriados em micr6tomo. Os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) e analisados em microscépio de luz comum.

A analise histopatolégica foi realizada de forma semiqualitativa usando o valor médio
de alteracdo (VMA) (Schwaiger et al., 1997) e indice de alteracdo histopatologica (IAH)
(Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

2.7. Analises estatisticas

Todos os dados foram previamente avaliados nos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade usando Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Para os dados com
distribuicdo normal foi usada analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Holm-
Sidak, para comparacdo entre médias. Para os dados que ndo seguiram esse padrdo de
distribuicéo, foi usado Kruskal-Wallis seguido pelo teste Tukey, para comparagédo entre as

medianas (p<0,05).
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3. Resultados
3.1. Acdo antiparasitaria in vitro do 6leo essencial de Lippia alba

No teste in vitro, OE de L. alba mostrou 100% de atividade anti-helmintica contra
monogenoideas A. spathulatus, N. janauachensis e Mymarothecium boegeri Cohen & Kohn,
das branquias de C. macropomum apds 20 minutos de exposi¢do nas concentracdes de 1280
mg/L e 2560 mg/L, quando foi observada a imobilizacdo dos parasitos. Nas concentracdes de
320 e 640 mg/L, causando a imobilizacdo total dos parasitos ocorreu somente ap0os 2 horas da
exposicdo in vitro, enquanto na menor concentracdo, 160 mg/L, ocorreu ap6s 3 horas da
exposicdo. Contudo, o inicio da mortalidade de monogenoideas no Controle 2 ocorreu em 2
horas, enquanto que, no Controle 1, ocorreu em 6 horas de exposicdo. A imobilizacdo total
dos parasitos nesses dois grupos controle ocorreu em nove horas de experimento (Tabela 2 e

Figura 1).

Tabela 2. Acdo antiparasitaria in vitro do 6leo essencial de Lippia alba contra parasitos de

branquias de Colossoma macropomum, em relacdo ao tempo de exposicao.

Tempo Tratamentos N° Parasitos vivos  N° Parasitos mortos

Agua 76 0

Agua + Alcool 66 0

160 mg/L 70 0

320 mg/L 65 0

640 mg/L 60 0

1280 mg/L 75 0

Oh 2560 mg/L 74 0
Agua 76 0

Agua + Alcool 66 0

160 mg/L 70 0

320 mg/L 65 0

640 mg/L 20 40

1280 mg/L 0 75

1 hora 2560 mg/L 0 74
Agua 76 0

Agua + Alcool 63 3

160 mg/L 66 4

320 mg/L 0 65

640 mg/L 0 60

1280 mg/L 0 75

2 horas 2560 mg/L 0 74




Tabela 2. Continuagéo...

Agua 76 0
Agua + Alcool 60 6
160 mg/L 0 70
320 mg/L 0 65
640 mg/L 0 60
1280 mg/L 0 75
3 horas 2560 mg/L 0 74
Agua 8 68
Agua + Alcool 30 36
160 mg/L 0 70
320 mg/L 0 65
640 mg/L 0 60
1280 mg/L 0 75
6 horas 2560 mg/L 0 74
Agua 0 76
Agua + Alcool 0 66
160 mg/L 0 70
320 mg/L 0 65
640 mg/L 0 60
1280 mg/L 0 75
9 horas 2560 mg/L 0 74
D 160mg/L B320mg/L O640mg/L O01280mg/L m2560mg/L
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Figura 1. Eficacia in vitro das diferentes concentracbes do Oleo essencial de Lippia alba

contra monogenoideas de Colossoma macropomum.
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3.2. Acdo antiparasitaria in vivo (banhos terapéuticos)

As branquias de todos os peixes expostos a OE de L. alba, estavam naturalmente
parasitadas por I. multifiliis, A. spatulathus, M. boegeri e N. janauachensis, com variacdo na
abundéancia entre os diferentes tratamentos. As concentragdes 100 e 150 mg/L de OE de L.
alba, apds banhos terapéuticos de 30 minutos, reduziram a abundancia de I. multifiliis, mas
essa menor concentracdo teve efeito na abundancia dessas trés espécies de monogenoideas.
Porém, o grupo agua + alcool também teve eficacia de 29,1% na abundancia desses
ectoparasitos (Tabela 3).

Nos banhos terapéuticos 0s peixes apresentaram comportamento estatico,
permanecendo submersos no fundo dos tanques, impossibilitando assim banhos acima de 30
minutos. Porém, 0s peixes dos grupos controles, expostos a agua ou agua + alcool nédo
apresentaram tal comportamento. Com o retorno do fluxo continuo de agua nos tanques, para
eliminacdo do dleo essencial, os peixes expostos ao OE retornaram rapidamente a natacéo e

ndo houve gualquer mortalidade durante e apds o experimento.
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Tabela 3. Prevaléncia (P%) e abundancia média (AM) dos parasitos das branquias de Colossoma macropomum expostos ao 6leo essencial de
Lippia alba.

Agua (n=30) Agua+Alcool (n=30) 100 mg/L (n=30) 150 mg/L (n=30)
Espécies de parasitos P (%) AM P (%) AM P (%) AM P (%) AM
Ichthyophthirius multifiliis 100 9.607,8+4.425,5% 100 6.813,3+2.760,5% 100 5.693,8+2.256,7™ 100 4.777,3+1.976,6°
Anacanthorus spatulathus 100 279,5+102,5" 100  256,8+94,3% 100  177,1+445° 100  320,3+136,8°
Mymarothecium boegeri 100 11,3+6,9° 70,4  3,9+4,7° 73,3  2,9+2,9° 83,3 4,0+4,6°
Notozothecium 100 194,2+95,7° 100 159+99,9°¢ 100 143, +53,2° 100 223,0+139,3°

janauachensis

P: Prevaléncia, AM: Abundancia média. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas pelo teste de Dunn (p<0,001).
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3.3. Efeitos dos banhos terapéuticos com Lippia alba nos parametros sanguineos

Em C. macropomum, banhos de 30 minutos com 100 ou 150 mg/L de OE de L. alba
aumentaram os niveis de glicose plasmatica, incluindo o grupo controle 2. Os niveis de niveis
de proteinas totais aumentaram somente nos peixes expostos a 150 mg/L. A hemoglobina,
hematdcrito e niumero de eritrocitos totais foram similares nos dois grupos controles, mas a
hemoglobina no grupo controle 2 foi maior que nos dois grupos expostos ao OE de L. alba.
Porém, o hematocrito e nimero de eritrocitos total nos peixes expostos a 100 e 150 mg/L
foram menores quando comparados aos peixes exposto somente a dgua, enquanto o CHCM e
ndmero de trombdcitos aumentaram. O ndmero de leucécitos totais, linfocitos e eosindfilos
diminuiram em relacdo a ambos 0s grupos controles, enquanto no grupo exposto a 150 mg/L

de OE de L. alba houve aumento do nimero de neutrofilos (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros sanguineos de Colossoma macropomum expostos ao 6leo essencial de
Lippia alba em banhos de 30 minutos.

Parametros Agua (n=15) Agua+Alcool (n=15) 100 mg/L (n=15) 150 mg/L (n=15)
Glicose (g/dL) 78,2+ 17,2b 103,0 + 25,0a 112,2 + 13,6a 106,6 + 8,9a
Proteinas (mg/dL) 25+0,7a 2,7+0,9a 25+0,2a 3,0+0,3b
Hemoglobina (g/dL) 6,8 +0,7ab 7,3+0,9b 6,1 +0,9a 6,3+1,1a
Hematocrito (%) 219+23a 219+24a 17,7+ 1,5b 17,9 +1,9b
Eritrdcitos (x108/pL) 1,40 £ 0,40a 1,20 + 0,03ab 1,00 + 0,30b 1,0 0+ 0,30b
VCM (fL) 170,2 + 49,1a 190,7 + 59,6a 186,5 + 51,4a 187,5 + 39,6a
CHCM (g/dL) 31,2+41a 33,5+5,9ab 34,7+5,2b 35,3+5,2b
Trombocitos (uL) 15.739 + 4.626a 24.373 £ 5.460b 20.035+£5.927b  19.556,3 + 5.922,2ab
Leucocitos (uL) 15.024 + 4.414a 10.968 + 2.457b 6.944 + 2.540c 7.709 £ 2.323c
Linfocitos (uL) 10.435 + 3.823a 5.980 + 2.907b 2.167 + 859b 1.722 + 894b
Mondcitos (uL) 1.901 + 790a 1.547 £ 704a 1.257 £ 915a 1.679 + 758a
Neutrofilos (uL) 2.510 + 824b 2.535 + 1.208b 3.425 + 1.260ab 4.227 + 1.309a
Eosinofilos (uL) 224 + 124a 212 + 185a 53 £53b 35+ 34b
LG-PAS (uL) 98 + 114a 69 £ 98a 42 +74,6a 45 + 46a

Dados expressam valores médio + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas pelo

teste de Tukey ou teste de Holm-Sidak (p<0,05).
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3.4. Efeitos histopatologicos nas branquias ap6s banhos terapéuticos com Lippia alba

Nas branquias de C. macropomum, ap0s os banhos terapéuticos de 30 minutos nao
houve diferencas no VMA entre todos os tratamentos e controles, mas apds 24 h de
recuperacdo ocorreu aumento nos valores do grupo de peixes exposto a agua + alcool e nos
grupos expostos a 100 ou 150 mg/L de L. alba. Apds 30 minutos de banhos ocorreu aumento
nos valores de IAH nos dos peixes expostos 100 ou 150 mg/L de L. alba quando comparados
aos peixes expostos somente a agua. Similarmente, apds 24 da recuperacdo ocorreu aumento
nos valores do IAH dos peixes expostos 100 ou 150 mg/L de L. alba e naqueles expostos a
agua + alcool, quando comparados aos peixes expostos somente a agua (Tabela 5). Tais
variagcdes no VMA e IAH sdo devido a danos severos e frequentes nas branquias dos peixes
expostos ao OE, tais como hiperplasia e fusdo do epitélio lamelar, dilatacdo capilar,
descolamento do epitélio lamelar e aneurisma lamelar, ruptura epitelial com hemorragia,
congestdo, edema e necrose (Figura 2), além de proliferacdo de células mucosas e células de

cloreto e hipertrofia lamelar foram alteragdes com menor frequéncia.

Tabela 5. Valor médio de alteracbes (VMA) e indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH) nas

branquias de Colossoma macropomum expostos ao 6leo essencial de Lippia alba.

Apds 30 minutos dos banhos terapéuticos

Tratamentos

VMA IAH Severidade das lesdes de acordo com o IAH

Agua

100 mg/L
150 mg/L

1,2+0,4aA 7,2+6,53A Funcionamento normal das branquias

2,2+0,8aA 66,0 £62,0bB AlteracOes severas nas branquias

N
6
Agua + Alcool 6 1,7+0,5aA 12,5+ 8,0aA Danos leves a moderados nas branquias
6
6

2,3+05aA 121,0+5,0cB Danos irreparaveis nas branquias

Apo0s recuperacao de 24 horas dos banhos terapéuticos

Agua

6 15x05aB 29,0+ 44,0aA Alteraces moderadas a severas nas branquias

Agua+ Alcool 6 28+04aA 118,0+4,0bB  Danos irreparaveis nas branquias

100 mg/L 6 25+05aA 123,0+5,0bB Danos irreparaveis nas branquias

150 mg/L 6 28+04aA 126,0+2,0bB Danos irreparaveis nas branquias

Letras mindsculas similares, na mesma coluna, nao indicam diferencas entre tratamentos, e letras maitsculas na
mesma coluna indicam diferencas entre tempos, de acordo com o teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 2A-H. Alteracfes histologicas nas branquias de Colossoma macropomum expostos a
Oleo essencial de Lippia alba. (A) Monogenoidea (M) e descolamento epitelial (seta) em
peixes expostos a agua durante 30 minutos. (B) Monogenoidea (M) e hiperplasia lamelar
(seta) em peixes expostos a agua durante 30 minutos. (C) Presenca de regides com ampla
necrose lamelar (setas pretas), hiperplasia epitelial com fusdo lamelar (seta branca) e sangue
oriundo de hemorragia lamelar (asterisco) em peixes expostos a agua + alcool, ap6s 24 horas
do banho. (D) Vasodilatacdo do vaso sanguineo central (seta longa), vasodilatacdo e
congestdo do vaso sanguineo das lamelas secundarias, com extravazamento sanguineo (seta
curta) e hemorragia lamelar (estrelas) em peixes expostos a agua + alcool, ap6s 24 horas do
banho. (E) Presenca de extensas areas de necrose lamelar (setas compridas), aneurismas (setas
curtas) e hemorragia lamelar (asterisco) em peixes expostos a 100 mg/L de 6leo essencial de
Lippia alba, apds 24 horas do banho. (F) Hiperplasia epitelial com fusdo lamelar (setas) em
peixes expostos a 150 mg/L de 6leo essencial de Lippia alba durante 30 minutos. (G)
Hiperplasia lamelar disseminada e fusédo lamelar (seta branca) e vasodilatacdo central (seta
branca) em peixes expostos a 150 mg/L Oleo essencial de Lippia alba, apds 24 horas do
banho. (H) Necrose disseminada, vasodilatacdo central (seta) e ruptura do epitélio lamelar
com hemorragia (asterisco) em peixes expostos a 150 mg/L 6leo essencial de Lippia alba,
apos 24 horas do banho.

4. Discusséo

Aquicultura ¢ uma importante atividade econdmica no Brasil, e tem crescido
consideravelmente na Gltima década. No entanto, a baixa qualidade ambiental tem ocasionado
elevadas perdas ainda ndo estimadas para a industria aquicola, devido as doencgas nos peixes
causadas por ectoparasitos monogenoideas e protozoarios (Boijink et al., 2015; Hashimoto et
al., 2016; Martins et al., 2002; Pinheiro et al., 2015). Porém, as principais estratégias de
controle e tratamento dessas ectoparasitoses envolvem, em geral, diferentes quimioterapicos,
que devido ao seu uso constante e de forma errénea tem levado a uma reducdo na atividade
antiparasitaria, além de causar morte aos peixes devido a toxicidade desses produtos quimicos
(Boijink et al., 2015; Steverding et al., 2005; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2014). Assim, a
busca por produtos naturais antiparasitarios tem despertado a atencdo de diversos
pesquisadores (Boijink et al., 2015; Hashimoto et al., 2016; Huang et al., 2013; Ji et al., 2012;
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Steverding et al., 2005; Xiao-Feng et al., 2014; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2014; Zheng
et al., 2015), pois pode ser uma alternativa aos produtos quimioterapicos.

Em ensaio in vitro, deste estudo, 100% da mortalidade de A. spatulathus, M. boegeri e
N. janauachensis exposto a 160 mg/L do OE de L. alba, a menor concentracdo usada, ocorreu
apo6s 3 h da exposicdo, enquanto nos parasitos exposto a &gua ou &gua + alcool absoluto
(controles) ap6s 9 h. Além disso, nos parasitos expostos a 1289 e 2560 mg/L, as maiores
concentracdes de OE de L. alba usadas, ocorreu 100% de mortalidade apés 1 h. Porém,
Hashimoto et al. (2016) relataram que 160 mg/L de OE de Lippia sidoides causou a completa
mortalidade in vitro de Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus thurstonae, Cichlidogyrus halli
e Scutogyrus longicornis, em Oreochromis niloticus, em aproximadamente 8 minutos,
enquanto a maior concentracdo que casou 100% de mortalidade foi 320 mg/L do OE, que
ocorreu em quase 2 minutos. Além disso, esses autores verificaram que a completa
imobilizacdo desses parasitos nos grupos expostos a dgua ou agua + DMSO ocorreu em mais
de 4 horas. Portanto, esses resultados mostram diferencas na resposta de parasitos distintos
para 6leos oriundos de espécies congenéricas de Lippia.

Para C. macropomum, todas as concentracdes de OE de L. alba mostraram 100% de
eficacia in vitro contra espécies de monogenoideas. Porém, essa atividade anti-helmintica foi
dose-dependente; assim, duas concentracdes de OE de L. alba foram testadas para banhos
terapéuticos. Similarmente, extrato de Euphorbia fischeriana mostrou 87,3% de eficécia in
vitro contra Dactylogyrus vastator de para Carassius auratus (Zhang et al., 2014). Apesar das
plantas medicinais ou seus constituintes quimicos majoritéarios isolados terem a vantagem da
baixa toxicidade quando comparados aos produtos quimioterapicos (Huang et al., 2013;
Zhang et al., 2013; Zheng et al., 2015), nem sempre as concentracfes elevadas obtidas nos
ensaios in vitro podem ser utilizadas no controle e tratamento antiparasitario em peixes,
devido a sua toxicidade (Hashimoto et al., 2016; Ji et al., 2012).

Durante os banhos terapéuticos de C. macropomum com OE de L. alba, os peixes
permaneceram estaticos devido ao efeito anestésico desse 6leo (Azambuja et al., 2011; Cunha
et al., 2010). Similar efeito anestésico do eugenol (Boijink et al., 2015) e OE de L. sidoides
(Hashimoto et al, 2016) foi relatado para C. macropomum e O. niloticus, respectivamente.
Consequentemente, somente duas baixas concentra¢fes do OE de L. alba dos ensaios in vitro
(100 e 150 mg/L), puderam ser usadas nos banhos terapéuticos, devido a toxicidade desse

6leo essencial e seu efeito anestésico. Porém, como néo existem estudos sobre a avaliagdo da
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atividade antiparasitaria de L. alba, este € o primeiro relato dessa atividade para essa planta
medicinal.

Em C. macropomum, nos ensaios in vivo, todos os peixes dos diferentes tratamentos
estavam com as branquias infectadas por M. boegeri, A. spatulathus, N. janauachensis e I.
multifiliis. Nos peixes expostos a 100 e 150 mg/L de OE de L. alba, durante 30 minutos, a
eficacia contra I. multifiliis foi de 40,7% e 50,3%, respectivamente. Compostos bioativos
derivados de Toddalia asiatica também mostraram uma baixa eficacia in vivo similar contra
I. multifiliis, embora in vitro a eficacia tenha sido de 100% (Xiao-Feng et al., 2014). Porém,
Zheng et al. (2015) demonstraram uma reducdo na prevaléncia de I. multifiliis variando de
27,7% a 100% apds exposicdo dos parasitos a compostos bioativos derivados de Costus
speciosus, enquanto a eficacia in vivo foi somente 16,7 e 26-7% para Ctenopharyngodon
idella e C. auratus, respectivamente. Além disso, nos peixes deste estudo expostos a 100
mg/L de OE de L. alba a eficacia contra monogenoideas foi baixa, 14,0%. Hashimoto et al.
(2016) também encontraram baixa eficacia (1,9%) de 20 mg/L de OE de L. sidoides contra
monogenoideas de tilapia do Nilo. Porém, exposicdo de C. auratus a extratos de
Cinnamomum cassia, Lindera aggregata, Pseudolarix kaempferi, Caesalpinia sappan,
Lysima chiachristinae, Cuscuta chinensis, Artemisia argyic e Eupatorium fortunei mostraram
100% de eficacia contra Dactylogyrus intermedius (Huang et al., 2013; Ji et al., 2012).

Nos peixes deste estudo, expostos a 100 e 150 mg/L de OE de L. alba, por 30 minutos,
além da baixa eficacia contra monogenoideas houve severas alteracBes estruturais nas
branquias, 6rgdo que participa da respiracdo, osmoregulacdo e excre¢do nos peixes (Fiuza et
al.,, 2011; Kumar et al.,, 2010). Além disso, foi observado intenso parasitismo por
monogenoideas e |. multifiliis em todos os tratamentos, que também influenciou a integridade
tecidual das branquias. Em C. macropomum expostos somente a agua ocorreu somente
hiperplasia do epitélio, fusdo e ruptura do epitélio lamelar com hemorragias e descolamento
epitelial, lesbes que tiveram uma distribuicdo de forma dispersa nas branquias, havendo
regibes mais lesionadas do que outras e sem predominio desses em area especifica desse
Orgdo. Alteragdes similares também foram descritas para Rachycentron canadum (Guerra-
Santos et al., 2012) e Piaractus brachypomus (Verjan et al., 2001) parasitados. Porém, nos
peixes expostos a agua + alcool houve lesdes tardias no epitélio branquial de C.
macropomum, apos 24 de exposicdo. Porém, nos peixes expostos ao OE de L. alba severidade

das lesdes de branquias foi diretamente proporcional ao tempo de exposi¢do e concentracdo
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desse OE. Ap0s 24 dos banhos, as alteracfes nas branquias foram mais severas e irreparaveis
no tratamento com 150 mg/L de OE de L. alba. Portanto, tais alteragdes estruturais nas
branquias de C. macropomum foram causadas pela toxicidade do OE de L. alba e
potencializada pelo diluente desse OE. Acdo similar de diferentes diluentes foi descrita para
Heteropneustes fossilis expostos ao extrato de Azadirachta indica (Kumar et al., 2010) e O.
niloticus expostos ao extrato de Eugenia uniflora (Fiuza et al., 2011).

Em C. macropomum, ap0os banhos com OE de L. alba, ocorreu aumento nos niveis de
glicose plasmatica, bem como nos peixes expostos a agua + alcool, devido ao estresse (Barton
e Ilwama, 1991; Hashimoto et al., 2016), causado pelas altera¢cBes branquiais. Porém, o
namero de eritrécitos totais e hematdcrito decresceram devido as lesdes nas branquias,
principalmente hemorragias, enquanto o CHCM e numero de trombdcitos aumentaram, na
tentativa de retornar a homeostase e hemostasia. Estudos similares com O. niloticus também
relataram aumento nos niveis de glicose ap6s banho de 10 minutos com 20 mg/L de OE de L.
sidoides, causado pelo estresse. Por outro lado, descreveram aumento do ndmero de
eritrocitos e hematocrito, com reducdo do numero de trombdcitos totais (Hashimoto et al.,
2016). Além disso, nos peixes expostos ao OE de L. alba o nimero de leucdcitos totais
diminuiu, devido a uma reducdo no numero de linfocitos e eosinofilos, enquanto nos peixes
exposto a 150 mg/L do OE de L. alba o numero de neutréfilos aumentou, em resposta a
severidade das alteracbes nas branquias (Ranzani-Paiva et al., 2013). Similar resposta de
neutrofilos, a primeira linha de defesa do organismo contra infeccGes e lesdes teciduais
(Ranzani-Paiva et al., 2013; Tavares-Dias et al., 1999) também foi relatada para O. niloticus
expostos ao OE de L. sidoides, mas sem qualquer alteracdo no nimero de leucdcitos
(Hashimoto et al., 2016).

Em conclusdo, OE de L. alba demonstrou atividade antiparasitaria contra parasitos de
branquias do tambaqui in vitro, mas in vivo sua eficacia antiparasitaria foi relativamente
potencializada pelo diluente desse 0leo, a exemplo do que ocorreu em outros estudos que
usaram outros diferentes diluentes (Hashimoto et al., 2016; Steverding et al., 2005). Além
disso, OE de L. alba causou altera¢fes sanguineas e severos danos estruturais nas branquias
dos peixes, que ndo sdo reversiveis em 24 h apos exposicdo. Consequentemente, OE de L.
alba ndo pode ser recomendado para controle e tratamento antiparasitario, exceto se usado de
uma forma que reduza sua toxicidade e efeitos deletérios as branquias do tambaqui. Portanto,

como produtos fitoterapicos sdo fontes promissoras de principios bioativos que podem ser



80

Uteis na aquicultura, estudos devem ser conduzidos para investigar a melhor forma de uso
terapéutico desse OE para em peixes, como uma maior efetividade antiparasitaria e menor

toxicidade.
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RESUMO

A atividade antiparasitaria do oleo essencial de Lippia sidoides in vivo e in vitro e alteragdes
sanguineas e histoldgicas foram avaliadas em Colossoma macropomum. Concentracdes 10,
20, 40, 80, 160 e 320 mg/L do dleo essencial foram testadas in vitro contra monogenoideas
das branquias dos peixes. ConcentracGes 320 e 160 mg/L de dleo essencial de L. sidoides
foram 100% efetivos contra monogenoideas Anacanthorus spathulatus, Notozothecium
janauachensis e Mymarothecium boegeri em 10 minutos e 1 h de exposicéo, respectivamente.
Porém, a efetividade de 100% das concentracdes de 80 mg/L e 40 mg/L ocorreu em 3 e 6 h,
respectivamente. Nos controles usando agua dos tanques e agua + alcool, o inicio da
mortalidade desses monogenoideas ocorreu em 6 e 3 h, respectivamente. Nos testes in vivo,
alevinos foram submetidos a banhos de 60 minutos com 10 mg/L e 15 minutos com 20 mg/L
de Oleo essencial de L. sidoides. Tais banhos terapéuticos ndo foram eficientes contra
Ichthyophthirius multifiliis, A. spathulatus, N. janauachensis e M. boegeri das branquias de C.
macropomum. Além disso, 10 e 20 mg/L de dleo essencial de L. sidoides teve efeito
anestésico nos peixes e ndo influenciou os niveis de glicose e proteinas totais plasmatica, mas
reduziu o numero de eritrocitos totais nos peixes expostos a essa maior concentracdo desse
6leo essencial. Foram observados alteracfes severas e danos irreversiveis nas branquias dos
peixes logo ap6s os banhos com 6leo essencial de L. sidoides e ap6s 24 h de recuperagdo. As
lesbes mais comuns foram hiperplasia e fusdo do epitélio lamelar, dilatacdo capilar,
descolamento do epitélio e aneurisma lamelar, ruptura epitelial com hemorragia, congestéo,
edema e necrose, proliferacdo de células mucosas e células de cloreto e hipertrofia lamelar.
Portanto, como 6leo essencial de L. sidoides tem atividade antiparasitaria in vitro e baixas
concentracdes mostraram efeitos toxicos, deve ser investigado o potencial bioativo de seus
principais componentes quimicos, bem como formas mais eficientes de sua administracdo em

banhos terapéuticos para eliminacao de parasitos em peixes.

PALAVRAS-CHAVE: Monogenoidea, Parasitos, Planta medicinal, Sangue, Tambaqui.
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1. Introducéo

O uso de plantas medicinais vem ganhando cada vez mais espago em aquicultura
devido a grande diversidade de componentes quimicos que conferem diferentes acdes,
incluindo atividade terapéutica. Na piscicultura, a busca por substancias naturais com agédo
antiparasitaria vem ganhando destaque devido aos seus efeitos potenciais e aos danos
causados pelos quimioterapicos, que podem prejudicar o0 meio ambiente e a salde dos peixes
e do homem. Oleos essenciais extraidos de espécies de Lippia (Verbenaceae) possuem grande
potencial bioativo, assim, podem vir a ser fitoterapicos promissores para uso na piscicultura.
Lippia spp. tem atividades antimicrobiana, antiparasitaria, anestésica, analgésica,
antinflamatdria e antitumoral (Cunha et al. 2010; Becker et al., 2012; Soares e Tavares-Dias,
2013; Hashimoto et al., 2016; Soares et al., 2016).

Lippia sidoides Cham. 1832, conhecida como alecrim-pimenta, alecrim-bravo,
estrepa-cavalo e alecrim-grande, tem uso popular para tratar infecgdes e outras enfermidades,
das quais muitas tiveram atividades comprovadas cientificamente (Silva et al., 2006; Lobo et
al., 2014; Veras et al., 2014). Trata-se de um arbusto caducifolio, ereto, muito ramificado e
quebradico, proprio da vegetacdo do semi-arido, comum na Caatinga da regido Nordeste do
Brasil. Apresenta folhas aromaticas e picantes, opostas, simples e pecioladas; flores pequenas,
esbranquicadas, reunidas em espigas de eixo curto nas axilas das folhas; além de frutos
extremamente pequenos que produzem sementes pequenas que raramente germinam
(Camurca-Vasconcelos et al., 2007; Fontenelle et al., 2007).

Estudos demonstram que Oleo essencial e extratos de L. sidoides possuem acao
antiparasitaria contra carrapatos (Gomes et al., 2012, 2014), formas de Leishmania (Oliveira
et al., 2009; Farias-Junior et al., 2012), helmintos de caprinos e ovinos (Camurca-Vasconcelos
et al., 2007) e monogenoideas de Oreochromis niloticus (Hashimoto et al., 2016); além de
atividade contra fungos e bactérias (Fabri et al., 2011; Fernandes et al., 2012; Funari et al.,
2012; Fontenele et al., 2007). Porém, L. sidoides ndo tem sido usada contra monogenoideas
de Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui), um importante peixe para a
piscicultura regido da Amazonia.

Colossoma macropomum é uma espécie de Serassalmidae nativo da Amazonia que,
devido a sua rusticidade e alimentacdo onivora, tem sido largamente cultivado em diferentes
sistemas intensivos, favorecendo a disseminagdo de doencas parasitarias devido as altas

densidades usadas nesses sistemas (Dias et al., 2015). Assim, tem sido frequentemente
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parasitado  por Ichthyophthirius multifiliis ~ (Protozoa), Anacanthorus spathulatus,
Notozothecium janauachensis, Mymarothecium boegeri e Linguadactyloides brinkmanni
(Monogenoidea), que podem causar perdas econémicas (Boijink et al., 2015; Martins et al.,
2002; Soares et al. 2016), ainda ndo estimadas. Devido a necessidade de tratar eficientemente
tais parasitoses de C. macropomum, a terapia herbal pode ser uma alternativa aos
quimioterapicos (Soares et al., 2016). Portanto, devido ao potencial bioativo do dleo essencial
(OE) de L. sidoides contra diferentes patdgenos, faz-se necessario estudar a sua acao contra
ectoparasitos de tambaqui. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade antiparasitaria, in
vivo e in vitro, do OE de L. sidoides, bem como as possiveis alteracdes sanguineas e

histopatoldgicas nas branquias de C. macropomum.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencéao e composic¢do quimica do OE de L. sidoides

O cultivo da L. sidoides e a extracdo do OE foram realizados no Setor de Plantas
Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazénia Ocidental, em Manaus, estado do Amazonas,
Brasil. O 0leo essencial foi extraido das folhas e inflorescéncias da L. sidoides através de
hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger. A analise quimica do OE foi feita por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os componentes quimicos do OE

de L. sidoides, usado neste estudo, sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Constituicdo quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides.

Pico Teor % IR Identificacdo
1 1,1 854 (E)-2-hexenal
2 0,9 928 alfa-tujeno
3 2,0 989 mirceno
4 1,1 1016 alfa-terpineno
5 11,7 1024 p-cimeno
6 3,6 1059 gama-terpineno
7 1,4 1144 ipsdienol
8 1,2 1175 4-terpineol
9 1,1 1232 timil-metil-éter
10 4,6 1241 carvona
11 64,5 1289 timol
12 4,9 1414 (E)-beta-cariofileno
13 1,9 1576 Oxido de cariofileno

Total identificado (%): 100
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2.2. Peixes e aclimatacéo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Aquicultura e Pesca da
Embrapa Amapa, Macapa, estado do Amap4, Brasil. Alevinos de C. macropomum (x 30 Q)
foram obtidos de piscicultura comercial. Os peixes foram aclimatados durante sete dias em
tanques de 500 L de agua e alimentados com racdo contendo 32% proteina bruta (PB). Nos
tanques foi mantido o sistema constante de renovacao da &gua, e 0s parametros da dgua foram
monitorados: temperatura média 30,7 + 0,2 °C, oxigénio dissolvido 5,6 £ 0,4 mg/L, pH 5,3 +
0,2, aménia 0,4 + 0,2 mg/L, alcalinidade 10,0 + 0 mg/L e dureza 10,0 £ 0 mg/L. Diariamente

foi feita uma remoc¢do de matéria organica acumulada no fundo dos tanques.

2.3. Ensaio in vitro com OE de L. sidoides e monogenoideas de C. macropomum

Para avaliar o tempo de exposicdo e as concentracbes de OE de L. sidoides que
causam mortalidade em espécies de monogenoideas das branquias de 24 C. macropomum
(15,7 £ 1,2 cm e 78,2 + 10,7 g) foram conduzidos testes in vitro. Para tal, utilizou-se dois
grupos controles, um com agua do tanque e outro com agua do tanque + alcool etilico
absoluto, e seis diferentes concentracdes de OE de L. sidoides (10, 20, 40, 80, 160 e 320
mg/L), usando trés repeticdes para cada tratamento, de acordo com a metodologia utilizada
por Soares et al. (2016). Este solvente foi usado na proporgéo de 1:10.

A partir dos resultados in vitro foram determinadas as concentracBes usadas nos

banhos terapéuticos com OE de L. sidoides, apds um teste prévio da tolerancia dos peixes.

2.4. Ensaio in vivo com C. macropomum

Alevinos (13,2 + 1,1 cme 42,4 £ 10,1 g), naturalmente parasitados, foram distribuidos
aleatoriamente em 12 tanques de 100 L, mantidos em sistema aberto de agua durante 48
horas. Para este ensaio, foram usados quatro tratamentos e trés repeticdes, com 20 peixes por
repeticédo, e os peixes foram mantidos em sistema estatico de dgua (temperatura média 29,3 +
0,1°C, oxigénio dissolvido 6,3 £ 0,06 mg/L, pH 5,2 + 0,09, aménia 0,3 + 0,12 mg/L,
alcalinidade 10,0 + 0 mg/L e dureza 10,0 £ 0 mg/L). Os tratamentos sdo 0s seguintes: grupos
controles com &gua do tanque ou com agua + alcool etilico absoluto (1:10), o solvente usado
para diluicdo do OE, 10 e 20 mg/L de OE de L. sidoides. Os peixes submetidos a
concentracdo de 10 mg/L e 20 mg/l foram expostos ao banho de OE de L. sidoides durante 60

e 15 minutos, respectivamente, enquanto que 0s peixes dos tratamentos controle
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permaneceram no banho por 60 minutos. Apds os tempos dos banhos, a &gua dos tanques foi
mantida em fluxo continuo e 10 peixes de cada repeticdo, dos diferentes tratamentos, foram
usados para coleta das branquias, fixadas em formalina 5%, para quantificacao e identificacao
dos parasitos. Os parasitos foram preparados para identificacdo usando recomendacdes
prévias (Eiras et al., 2006). Apds quantificacdo dos parasitos, foram calculados prevaléncia e
intensidade média de infeccdo (Bush et al., 1997). A eficacia de cada tratamento foi calculada
(Zhang et al., 2014).

A outra parte dos peixes foi usada para analises sanguineas e histopatologicas.

As concentragdes in vitro, previamente testadas, mostram baixa tolerancia dos peixes
ao OE de L. sidoides; assim, somente concentragdes 10 e 20 mg/L puderam ser usadas nos

banhos terapéuticos para tambaqui.

2.5. Procedimentos de analises dos parametros sanguineos de C. macropomum apos
exposi¢éo ao OE de L. sidoides

Apds os banhos terapéuticos de 15 e 60 minutos com 20 e 10 mg/L de OE de L.
sidoides, respectivamente, e de 60 minutos para 0s grupos controle, cinco peixes de cada
repeticao (15 peixes por tratamento) foram usados para analises sanguinea. De cada peixe foi
colhida uma amostra de sangue por pun¢do do vaso caudal, utilizando seringas contendo
EDTA (10%), que foi dividida em duas aliquotas. Uma aliquota foi usada para contagem de
eritrocitos totais em homocitdmetro, determinacdo do hematocrito usando o método de
microhematdcrito e concentracdo de hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina.
Com esses dados foram calculados indices hematimétricos de Wintrobe: volume corpuscular
médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Extensbes
sanguineas foram confeccionadas e coradas pancromicamente com uma combinacao de May
Grinwald-Giemsa-Wright (Ranzani-Paiva et al., 2013) para contagem diferencial de
leucdcitos em até 200 células de interesse em cada extensdo. A identificacdo e nomenclatura
das populagdes de leucdcitos seguiram as recomendacdes de Tavares-Dias et al. (1999). As
extensdes foram também usadas para contagem do numero de leucécitos e trombacitos totais
(Ranzani-Paiva et al., 2013).

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 75 G, para obtencéo do plasma e para
andlise dos niveis de glicose e proteinas plasmaticas totais. A concentracdo de glicose foi

determinada pelo método enzimatico-colorimétrico de glicose oxidase usando kit comercial
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(Biotécnica, MG, Brasil). A concentracdo de proteinas plasmaticas totais foi determinada pelo
método de biureto usando kit comercial (Biotécnica, MG, Brasil). Para ambas as analises

bioquimicas, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro.

2.6. Procedimentos de analises histopatoldgicas das branquias de C. macropomum apos
exposicéo ao OE de L. sidoides

Ap0Gs os banhos terapéuticos de 15 e 60 minutos com 20 e 10 mg/L de OE de L.
sidoides, respectivamente, e de 60 minutos para 0s grupos controle, 6 peixes de cada
tratamento (2 peixes de cada repeti¢cdo) foram usados para coleta dos arcos branquiais para
andlises histopatoldgicas. Apds 24 h desses banhos terapéuticos, outros 6 peixes por
tratamento (2 peixes de cada repeticdo) foram usados para coleta dos arcos branquiais para
analises histopatoldgicas (recuperacdo). Esses peixes usados nha recuperacdo estavam
mantidos nos tanques com agua de fluxo continuo e foram alimentados.

O primeiro arco branquial direito de cada peixe foi coletado e fixado em formalina
tamponada (10%), para analises histopatoldgicas. Os arcos branquiais foram desidratados
através de uma série gradual de etanol e xilol e, em seguida, inclusos em parafina, para
obtengdo de cortes consecutivos seriados em micrétomo. Os cortes histolégicos foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) e analisados em microscépio de luz comum (Soares
etal., 2016).

A analise histopatolégica foi realizada de forma semiqualitativa usando o valor médio
de alteracdo (VMA) (Schwaiger et al., 1997) e indice de alteracdo histopatolégica (IAH)
(Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

2.7. Analises estatisticas

Todos os dados foram previamente avaliados nos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade usando Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Para os dados que nao
seguiram padrdo de distribuicdo normal foi usada analise de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
Tukey (p<0,05).
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3. Resultados
3.1. Acdo antiparasitaria in vitro do OE de L. sidoides

No teste in vitro, OE de L. sidoides mostrou 100% de atividade anti-helmintica
contra monogenoideas A. spathulatus, N. janauachensis e M. boegeri das branquias de C.
macropomum, ap6s 10 minutos de exposi¢do na concentracdo de 320 mg/L, e apds 1 e 3 horas
de exposicdo nas concentracOes de 160 e 80 mg/L, respectivamente, quando foi observada a
imobilizacdo total dos parasitos. Na concentracdo de 40 mg/L, a imobilizacdo total dos
parasitos ocorreu somente em 6 horas da exposi¢do in vitro, enquanto nas menores
concentragdes, ocorreu apds 6 horas da exposicdo. Contudo, nos peixes expostos somente a
agua + alcool (controle), o inicio da mortalidade dos monogenoideas ocorreu em 3 horas,
enguanto gque no nos peixes expostos somente a agua dos tanques de cultivo (controle),
ocorreu em 6 horas de exposicdo. A imobilizacdo total dos parasitos nesses dois grupos

controle ocorreu em mais de 8 horas de experimento (Figura 1 e Tabela 2).

120 - E10mg/L W20 mg/L 040 mg/L &80 mg/L. M 160 mg/L 320 mg/L

100 + m

o0]
<
I

Eficacia (%)
& o
S S

b
<
I

10 min 20 min 30 min 1h 3h 6h

Figura 1. Eficécia in vitro das diferentes concentracdes de 6leo essencial de Lippia sidoides

contra monogenoideas das branquias de Colossoma macropomum.
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Tabela 2. A¢do antiparasitéria in vitro do 6leo essencial de Lippia sidoides contra parasitos

de branquias de Colossoma macropomum, em relagcdo ao tempo de exposicao.

Tempo  Tratamentos Parasitos vivos Mortalidade (%)
Agua 253+45 0
Agua + alcool 22+26 0
10 mg/L 20+£0,0 0
20 mg/L 20+£0,0 0
40 mg/L 21,7+£29 0
80 mg/L 21+17 0
160 mg/L 20,7 12 0
Oh 320 mg/L 20,3+ 06 0
Agua 253+45 0
Agua + alcool 22026 0
10 mg/L 20,0+0,0 0
20 mg/L 20,0+0,0 0
40 mg/L 21,7+£29 0
80 mg/L 193+£1,2 8,1
160 mg/L 8075 61,3
10 min 320 mg/L 0,0+£0,0 100
Agua 253+45 0
Agua + alcool 22026 0
10 mg/L 20,0+£0,0 0
20 mg/L 19,7+0,6 15
40 mg/L 21,3+3,2 1,8
80 mg/L 193+£1,2 8,1
160 mg/L 33+£35 84
20min 320 mg/L 0,0+£0,0 100
Agua 25,3145 0
Agua + alcool 220+26 0
10 mg/L 20,0+£0,0 0
20 mg/L 19,7+0,6 1,5
40 mg/L 21,3+3,2 1,8
80 mg/L 19017 9,5
160 mg/L 20+£35 90,3
30 min 320 mg/L 0,0+0,0 100
Agua 253+4,5 0
Agua + &lcool 22,0+2,6 0
10 mg/L 183+15 8,5
20 mg/L 19,7+0,6 1,5
40 mg/L 21,026 32
80 mg/L 16,0 +5,3 23,8
160 mg/L 0,0+£0,0 100
lhora 320 mg/L 0,0+0,0 100
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Tabela 2. Continuacéo...

Agua 25,0+5,0 12
Agua + alcool 20,0 +5,0 9,1
10 mg/L 14,7+6,8 26,5
20 mg/L 173+21 13,5
40 mg/L 18,7+3,1 13,8
80 mg/L 0,0£0,0 100
160 mg/L 0,0+0,0 100
3horas 320 mg/L 0,0+0,0 100
Agua 4,7 + 4,6 81,4
Agua + alcool 12,0+95 45,5
10 mg/L 7,749 61,5
20 mg/L 3,0+£3,6 85
40 mg/L 0,0£0,0 100
80 mg/L 0,0£0,0 100
160 mg/L 0,0+0,0 100
6 horas 320 mg/L 0,0+0,0 100
Agua 13£23 94,9
Agua + élcool 1,315 94,1
10 mg/L 0,0£0,0 100
20 mg/L 0,0£0,0 100
40 mg/L 0,0+0,0 100
80 mg/L 0,0£0,0 100
160 mg/L 0,00, 100
8 horas 320 mg/L 00£0,0 100

3.2. Acdo antiparasitaria apos exposicdo de C. macropomum ao OE de L. sidoides

As branquias dos peixes expostos ao OE de L. sidoides estavam naturalmente
parasitadas por I. multifiliis, A. spatulathus, M. boegeri e N. janauachensis, mas ndo houve
diferengas na abundancia e prevaléncia entre os diferentes tratamentos (Tabela 3).

Nos banhos terapéuticos, 0s peixes apresentaram o seguinte comportamento: normal
no controle com &gua, excitacdo moderada no controle com agua + alcool, letargia na
concentracdo de 10 mg/L, e submersdo no fundo dos tanques na concentracdo de 20 mg/L.
Com o retorno do fluxo continuo de agua nos tanques, para eliminacdo do dleo essencial, 0s
peixes expostos ao OE de L. sidoides retornaram rapidamente a natacdo normal, e ndo houve

qualquer mortalidade durante e ap6s o experimento.
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Tabela 3. Prevaléncia (P%) e abundancia média (AM) dos parasitos das branquias de Colossoma macropomum expostos ao 6leo essencial de

Lippia sidoides.

Agua (n = 30) Agua+alcool (n = 30) 10 mg/mL (n = 30) 20 mg/mL (n = 30)
60 minutos 60 minutos 60 minutos 15 minutos
Espécies de parasitos P (%) AM P (%) AM P (%) AM P (%) AM
Ichthyophthirius multifiliis 100 639,1+561,3a 100  451,3+410,7a 93,3 410,5+329,3a 96,7 469,4 + 320,7a
Anacanthorus spatulathus 100 112,0+83,0a 100 83,4+68,8a 100 1315+1129a 100  105,3+78,2a
Mymarothecium boegeri 83,3 16,5+17,2a 96,7 18,2+21,8a 86,7 6,6+6,9a 86,7 11,9%13,0a
Notozothecium janauachensis 96,7 118,2 +91,3a 100  107,0 £73,8a 100 1515+ 126,3a 100  119,6 +68,0a

P: Prevaléncia, AM: Abundancia média. Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.3. Efeitos dos banhos com OE de L. sidoides nos parametros sanguineos

Em C. macropomum, banhos de 60 minutos com 10 mg/L e de 15 minutos com 20
mg/L de OE de L. sidoides ndo influenciaram os niveis de glicose e proteinas totais
plasmatica. O numero de eritrocitos nos peixes do tratamento com 20 mg/L foi inferior aos
outros tratamentos, mas o hematdcrito e hemoglobina desse tratamento foram semelhantes
aos dos tratamentos com &gua e 10 mg/L de OE de L. sidoides. Em relagdo ao VCM, o
tratamento com 20 mg/L de OE de L. sidoides apresentou valores superiores aos demais

tratamentos, mas ndo houve diferenca entre os valores de CHCM (Tabela 4).

Tabela 4. Pardametros sanguineos de Colossoma macropomum submetidos a banho com
0leo essencial de Lippia sidoides.

Parametros Agua Agua + alcool 10 mg/L 20 mg/L
Glicose (g/dL) 67,4+121a 80,2+21,0a 63,7+158a 64,6 + 6,0a
Proteinas (mg/dL) 2,5+0,4a 2,4+0,4a 2,4 +£0,2a 2,3+0,4a
Eritrocitos (x10%/uL) 1,3+0,3a 1,2+0,3a 1,0 £0,15a 0,6 +£0,3b
Hemoglobina (g/dL) 6,9 £ 0,9ab 7,0+0,8a 5,8+ 0,6C 6,2 £ 0,7bc
Hematdcrito (%) 30,1 £ 4,9ab 30,2+1,7a 26,5+ 2,0c 26,9 + 2,8bc
VCM (fL) 278,6 + 136,4a 266,4+56,3a 267,0+41,8a 546,4 + 355,8b
CHCM (g/dL) 23,2+ 3,5a 23,3+2,.3a 21,8+2,2a 232+22a

Dados expressam valores médio + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas pelo
teste de Tukey (p<0,05).

3.4. Efeitos histopatoldgicos nas branquias de C. macropomum expostos ao OE de L.
sidoides

Logo apods os banhos terapéuticos verificou-se aumento no VMA das branquias dos
peixes expostos ao OE de L. sidoides nas duas concentragOes utilizadas, que foram
semelhantes ao controle com agua + alcool e diferentes do controle somente com agua dos
tanques de cultivo. Apos 24 horas de recuperacdo, 0 VMA das branquias da concentracéo
de 20 mg/L se mostrou semelhante ao dos demais tratamentos, todavia, apenas o0 VMA da
concentracdo de 10 mg/L se mostrou diferente do grupo controle com agua. Comparando
os dois momentos de analises histopatoldgicas das branquias, houve diferenga apenas entre

0 VMA dos peixes expostos a 20 mg/L e o controle exposto somente a agua, apos 24 horas
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de recuperagdo. Mas, houve semelhanga entre os demais tratamentos nos dois periodos
analisados (tempo zero e 24 h).

Em relacdo ao IAH das branquias coletadas logo ap6s 0s banhos terapéuticos com
10 mg/L de OE de L. sidoides foi semelhante aos demais tratamentos do mesmo periodo,
enquanto que a concentracdo de 20 mg/L foi superior aos dois tratamentos controles. Apos
as 24 horas de recuperacao, o IAH dos tratamentos com OE foi superior ao grupo controle
com agua e semelhante ao grupo controle com agua + alcool. Comparando os dois
momentos de coleta, os dois tratamentos com 6leo logo ap6s o banho foram semelhantes
aos dois tratamentos com OE de L. sidoides e controle com &gua + alcool, ap6s 24 horas de
recuperacao (Tabela 5).

As principais alteracdes histologicas observadas nas branguias dos peixes expostos
ao OE de L. sidoides foram: hiperplasia e fusdo do epitélio lamelar, dilatacdo capilar,
descolamento do epitélio lamelar e aneurisma lamelar, ruptura epitelial com hemorragia,
congestdo, edema e necrose (Figura 2A-H), além de proliferacdo de células mucosas e

células de cloreto e hipertrofia lamelar, que foram alteracées com menor frequéncia.

Tabela 5. Valor médio de alteragdes (VMA) e indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH)

nas branquias de Colossoma macropomum expostos ao 6leo essencial de Lippia sidoides.

Imediatamente apds os banhos

Tratamentos N VMA IAH Severidade das lesdes de acordo com o IAH
Agua 6 1,0+0,0aAB 10,0 + 6,3aB Funcionamento normal das branquias

Agua + élcool 6 18+04abAB 86,0 %54,8cC Alteraces severas nas branquias

10 mg/L 60 min 6 2,0+0,0bAB 82,8 £ 53,1abcA  AlteracGes severas nas branquias

20mg/L 15min 6 2,3%+0,5bB 119,5+ 5,4bA Danos irreparaveis nas branquias

Recuperacéo de 24 horas

Agua 6 1,0+0,0bA 8,5+ 6,1aB Funcionamento normal das branquias
Agua + alcool 6 1,7+05abAB 90,8 +54,2abA AlteracOes severas nas branquias
10mg/L60min 6 1,8+0,4aAB 94,0 £ 40,0bAC  AlteracgBes severas nas branquias
20mg/L15min 6 1,3+05abAB 96,8 £ 445bAC  AlteracBes severas nas branquias

Letras mindsculas similares, na mesma coluna, ndo indicam diferencas entre tratamentos, e letras mailsculas
na mesma coluna indicam diferencas entre tempos, de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 2A-H. Alteraces histoldgicas nas branquias de Colossoma macropomum expostos
a duas concentracdes de Oleo essencial de Lippia sidoides, 10 e 20 mg/L, por 60 e 15
minutos, respectivamente (A) Monogenoideas (*), em branquia do tratamento controle
com agua. (B) Monogenoidea (*), em branquia do tratamento controle com agua. (C)
Monogenoidea (*) e regides com hiperplasia de epitélio com fusdo lamelar (setas), em
branquia do tratamento controle com agua. (D) Hiperplasia de epitélio generalizada com
regides de fusdo lamelar e descolamento de epitélio lamelar, em branquias dos peixes
expostos a 20 mg/L. (E) Aneurismas (a), em branquias dos peixes controles expostos a
agua + alcool. (F) Ruptura epitelial com hemorragia lamelar nas branquias dos peixes
exposto a 10 mg/L. (G) Necrose lamelar (estrelas) com ruptura epitelial e hemorragia, em
branquias dos peixes expostos a 20 mg/L. (H) Necrose lamelar (estrelas), com regibes de
hiperplasia lamelar e ruptura epitelial com hemorragia em branquias dos peixes expostos a
20 mg/L.

4. Discussao

O oleo essencial de L. sidoides usado neste estudo apresentou timol e p-cimeno
(76,2%) como os principais componentes, que foi similar ao descrito por Hashimoto et al.
(2016), que encontraram 83,0% desses dois componentes. Porém, Veras et al. (2013)
relataram uma maior concentracdo de timol e-cimeno (90,2%) em OE de L. sidoides
analisado. Durante os banhos terapéuticos de C. macropomum com OE de L. sidoides
observou-se efeito anestésico, similar efeito relatado para O. niloticus quando expostos a
esses mesmo O6leo essencial (Hashimoto et al., 2016). Assim, somente duas baixas
concentracdes desse OE puderam ser usadas nos banhos terapéuticos em C. macropomum.
A anélise quimica dos produtos naturais é indispensavel, ja que os extratos e Gleos
essenciais de uma mesma espécie de planta podem ser diferentes devido a fatores como
local, condigdes de plantio, corte, sazonalidade, etc. (Soares et al., 2013). Porém, como nao
existem estudos sobre a atividade antiparasitaria de L. sidoides para C. macropomum, este
foi o primeiro relato.

O teste antiparasitario in vitro mostrou que as concentracdes de 40, 80, 160 e 320
mg/L do OE de L. sidoides tiveram 100% eficacia contra A. spatulathus, M. boegeri e N.
janauachensis de C. macropomum, em tempos distintos, mas concentracdes inferiores a

essas tiveram uma baixa eficécia. Esses resultados corroboram os achados de Hashimoto et
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al. (2016), que encontraram 100% efetividade do L. sidoides contra monogenoideas
Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus thurstonae, Cichlidogyrus halli e Scutogyrus
longicornis de O. niloticus nas concentracbes de 160 e 320 mg/L, cujo tempo de
sensibilizacdo dos parasitos foi dependente da concentracdo de OE de L. sidoides. Oleos
essenciais de L. sidoides usados nesses dois estudos tinham uma composi¢do similar de
timol e p-cimeno, substancias responsaveis pela acdo antiparasitéria (Oliveira et al., 2009).
Estudos in vitro do OE de Lippia alba, cujos componentes majoritarios foram carvona e
limoneno, mostram 100% de atividade contra monogenoideas de C. macropomum ap0s
exposicdo em concentracdes de 160, 320, 640, 1280 e 2560 mg/L (Soares et al., 2016).

Apos os testes antiparasitarios in vitro, C. macropomum foram submetidos a testes
de sensibilidade com as diversas concentracGes de OE de L. sidoides, para determinar a
tolerancia dos peixes. Os resultados indicaram uma baixa tolerancia OE de L. sidoides;
assim, somente 10-20 mg/L desse Oleo poderia ser usado para exposicdo de C.
macropomum. Consequentemente, ndo houve diferenga na prevaléncia e abundancia de 1.
multifiliis, A. spatulathus, M. boegeri e N. janauachensis. Hashimoto et al. (2016), apds
teste de sensibilidade de O. niloticus adotaram a concentracdo de 20 mg/L de OE de L.
sidoides para banhos terapéuticos e encontram uma eficacia de apenas 33,3% contra C.
tilapiae, C. thurstonae, C. halli e S. longicornis. Porém, em C. macropomum, 100 e 150
mg/L de OE de L. alba, por 30 minutos, mostrou eficacia de 40,7% e 50,3%,
respectivamente, no tratamento contra I. multifiliis (Soares et al., 2016).

As branquias dos peixes sdo 6rgdos responsaveis pela respiracdao, osmoregulacédo e
excrecdo nos peixes (Fiuza et al., 2011; Kumar et al., 2010), assim respondem a exposi¢do
de diferentes compostos naturais. Em C. macropomum, os resultados da analise histologica
mostraram que os banhos terapéuticos dos tratamentos com agua + alcool, 10 e 20 mg/L de
OE de L. sidoides causaram alteraces severas nas branquias tais como hiperplasia e fusdo
do epitélio lamelar, dilatacdo capilar, descolamento do epitélio lamelar e aneurisma
lamelar, ruptura epitelial com hemorragia, congestdo, edema e necrose. Estudos similares
com terapéuticos expostos a 100 e 150 mg/L de L. alba também observaram severas
alteracdes nas branquias dos peixes, causadas pelo alcool e OE (Soares et al. (2016). Veras
et al. (2013) relataram que o timol e p-cimeno possuem atividade antinflamatoria topica,
mas que o uso prolongado desse OE produz efeito inflamatério. Oliveira et al. (2014)

avaliando a acdo inflamatdria cutanea do OE de L. sidoides em camundongos verificaram
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que este 6leo causou aumento de espessura da pele, edema e eritema cutdneo em graus
variados em ratos, sendo seu efeito dose-dependente, mas ndo houve atraso na cicatrizacéo
das feridas. Além disso, houve efeito citotoxico nas células monociticas expostas a 100
pg/mL de OE de L. sidoides e apenas 57,8% de células foram viaveis ap0s exposicao
(Rondon et al., 2012).

Os banhos terapéuticos com 10 e 20 mg/L de OE de L. sidoides ndo influenciaram
0s niveis de glicose e proteinas totais plasmatica; mas, aumentou 0 VCM devido a uma
reducdo no numero de eritrocitos, hematocrito e hemoglobina nos peixes expostos a 20
mg/L. Essa diminui¢do do nimero de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito pode esta
relacionada as lesdes branquiais hemorréagicas, uma vez que nos tratamentos com OE de L.
sidoides o IAH variou, de alteracdes severas e danos irreparaveis nas branquias. Resultados
similares nos parametros sanguineos e lesdes branquias também ocorreram em C.
macropomum expostos a 100 e 150 mg/L de OE de L. alba, durante banhos terapéuticos de
30 minutos (Soares et al., 2016). Portanto, como OEs de Lippia spp. podem causar lesdes
branquiais e alteracbes parametros sanguineos em peixes, ndo devem ser usados com
parcimdnia em banhos terapéuticos.

O grupo controle usando agua + alcool diferiu do grupo controle usando somente
agua do tanque, quanto as lesbes de branquias, pois o alcool usado como diluente de OE
pode influenciar nos resultados. Colossoma macropomum expostos a agua + alcool
mostrou alteracfes severas nas branquias, enquanto peixes expostos somente a agua nao
apresentaram alteracBes funcionais nas branquias. Outros estudos também revelam
influéncia de diferentes diluentes, tais como o alcool (Soares et al., 2016), DMSO
(Hashimoto et al., 2016) e Tween 80 (Steverding et al., 2005), em estudos experimentais
sobre atividade antiparasitaria usando extratos vegetais. Portanto, tais diluentes podem

potencializar a agdo dos 0leos essenciais usando em banhos terapéuticos.

5. Conclus6es

A eficacia in vitro do OE de L. sidoides foi dose dependente e mesmo as baixas
concentragdes usadas nos banhos terapéuticos apresentaram toxicidade, causando
alteracOes histopatologicas. Além disso, o diluente usado no OE também causa danos as
branquias dos peixes, resultando em alteracGes sanguineas e histolégicas, sem recuperacao

tecidual satisfatdria em 24 h. Portanto, as concentragdes de OE de L. sidoides e os tempos
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de exposicdo utilizados nesse estudo ndo podem ser ainda indicados no tratamento
antiparasitario contra I. multifiliis e monogenoideas de C. macropomum. Todavia, a terapia
herbal € um recurso terapéutico alternativo na piscicultura, mas estudos para avaliar a
bioatividade dos compostos majoritarios do OE de L. sidoides devem ser conduzidos, além

de testar formas mais eficazes de administracdo em peixes.
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RESUMO

Este estudo analisou os efeitos sanguineos, histopatoldgicos e antiparasitarios in vitro e in
vivo do 6leo essencial de Lippia origanoides em Colossoma macropomum. Concentragdes
10, 20, 40, 80, 160 e 320 mg/L do o6leo essencial foram testadas in vitro contra
monogenoideas  (Anacanthorus  spathulatus,  Notozothecium  janauachensis e
Mymarothecium boegeri) das branquias de C. macropomum. Concentracdes 320 e 160
mg/L do dleo essencial de L. origanoides foram 100% efetivas contra esses parasitos em
20 e 60 minutos de exposicdo, respectivamente. A concentracdo 80 mg/L foi cerca de 80%
eficaz em 3 horas de exposicdo, atingindo 100% de eficicia em 6 horas de exposicéo,
juntamente com a concentracdo 40 mg/L. As demais concentragfes demonstraram baixa
eficacia in vitro. O inicio da mortalidade dos parasitos expostos dgua ou agua + alcool
(controles) ocorreu em 3 horas de experimento, com 100% mortalidade apds 8 horas de
ensaio. Nos testes in vivo, quando alevinos de C. macropomum foram submetidos a banhos
de 60 minutos com 20 mg/L e 30 minutos com 40 mg/L do dleo essencial de L.
origanoides, ndo houve reducdo na abundancia de Ichthyophthirius multifiliis e
monogenoideas  Anacanthorus  spathulatus,  Notozothecium  janauachensis e
Mymarothecium boegeri. O 6leo essencial causou efeito anestésico nos peixes, elevou 0s
niveis de proteinas totais, numeros de mondcitos e neutréfilos, e reduziu o hematocrito dos
peixes. Danos leves a moderados e alteragdes severas nas branquias foram observados logo
apos a exposicdo ao 6leo essencial e apos 24 horas de recuperacdo e ndo houve diferenca
entre os tratamentos. As alteracdes histologicas observadas nas branquias dos peixes
expostos a 20 e 40 mg/L do bleo essencial de L. origanoides foram: hiperplasia e fusdo do
epitélio lamelar, dilatacdo capilar, descolamento do epitélio lamelar e aneurisma lamelar e
ruptura epitelial com hemorragia, mas edema, proliferacdo de células mucosas e células de
cloreto, hipertrofia lamelar, congestdo e necrose foram alteragdes com menor frequéncia.
Conclui-se que o Oleo essencial de L. origanoides possui atividade in vitro dose-
dependente contra parasitos monogenoideas de C. macropomum, mas as baixas
concentragfes (20 e 40 mg/L) que sdo toleradas pelos peixes ndo tem eficacia quando
usada em banhos terapéuticos, embora ndo causem graves alteracbes sanguineas e

histopatoldgicas no tecido branquial nas condicdes deste estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Monogenoidea, Parasitos, Planta medicinal, Sangue, Tambaqui.
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1. Introducéo

Lippia origanoides Kunth, Verbenaceae conhecida como salva-do-marajé, € um
arbusto aromatico encontrado no sul da América do Norte, América Central e norte da
Ameérica do Sul, principalmente na regido Amazonica, onde é utilizado para fins
terapéuticos e na culinéria local. Tem grande importancia na medicina tradicional na regido
da Amazénia brasileira, por ser uma das plantas mais versateis apontadas por estudos
etnobotanicos, para uso no tratamento de distdrbios gastrointestinais, génito-urinarios e
respiratorios, e contra malaria (Ribeiro et al., 2014; Soares e Tavares-Dias, 2013; Oliveira
et al., 2007; Vasquez, et al., 2014).

Os produtos naturais obtidos de L. origanoides possuem atividades bioativas
comprovadas, tais como acdo antioxidante (Sarrazin et al., 2015b; Teles et al., 2014),
inseticida contra Aedes aegypti (Vera et al., 2014), antimicrobiana (Barreto et al., 2014a,
2014b; Betancourt et al., 2012; Oliveira et al., 2007; Sarrazin et al., 2015a, 2015b), anti-
protozoario (Escobar et al., 2010), repelente de insetos (Caballero-Gallardo et al., 2012) e
antigenotoxica (Vicufa et al., 2010). Porém, estudos que exploram o potencial do 6leo
essencial (OE) de L. origanoides contra parasitos de peixes sdo desconhecidos.

Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui) é um Serassalmidae onivoro e
nativo da Amazonia, tem grande importancia na aquicultura, e, devido a sua relativa
rusticidade, é cultivado em diferentes sistemas intensivos, cujas altas densidades
populacionais favorecem a disseminacdo de doencas parasitarias (Dias et al., 2015). As
parasitoses podem causar perdas econémicas ainda ndo estimadas, por isso requerem
constante monitoramento para diagnéstico e tratamento adequados, um desafio para a
piscicultura intensiva desse peixe. Entre os parasitos mais frequentes em C. macropomum
cultivados estdo o protozoario Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, 1876 e monogenoideas
Anacanthorus spathulatus Kritsky, Thatcher & Kayton 1979, Notozothecium
janauachensis Belmont-Jégu, Domingues & Martins 2004, Mymarothecium boegeri Cohen
& Kohn, 2005 e Linguadactyloides brinkmanni Thatcher & Kritsky, 1983 (Dias et al.,
2015; Martins et al., 2002; Soares et al., 2016). A terapia herbal pode ser uma alternativa a
pratica terapéutica com produtos quimioterdpicos, comumente usada na aquicultura
(Hashimoto et al., 2016; Huang et al., 2013; Soares et al., 2016). Para plantas medicinais
do género Lippia, foram estudadas em peixes para averiguar a a¢do antiparasitaria dos

Oleos essenciais de Lippia sidoides (Hashimoto et al., 2016) e Lippia alba (Soares et al.,
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2016). Porém, ndo foram investigados ainda os efeitos antiparasitarios do 6leo essencial de
L. origanoides em peixes.

O objetivo desse estudo foi investigar a atividade antiparasitaria, in vivo e in vitro,
do dleo essencial de L. origanoides contra parasitos das branquias de C. macropomum,
bem como avaliar possiveis alteragdes sanguineas e lesdes histopatoldgicas nas branquias
desse peixe.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao e composicdo quimica do 6leo essencial de L. origanoides

O cultivo de L. origanoides e a extra¢do do 6leo essencial (OE) foram realizados no
Setor de Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazonia Ocidental, em Manaus,
estado do Amazonas, Brasil. O 6leo essencial foi extraido das folhas da L. origanoides
através de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. A analise quimica do OE de L.
origanoides foi feito usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os
componentes quimicos do OE de L. origanoides, usado neste estudo, sdo mostrados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Constitui¢do quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides.

Pico Teor % IR Identificacdo
1 0,5 853 (E)-2-hexenal
2 1,2 928 a-tujeno
3 0,5 936 a-pineno
4 0,6 977 1-octen-3-ol
5 2,4 989 mirceno
6 1,1 1016 a-terpineno
7 13,3 1025 p-cimeno
8 0,9 1032 1,8-cineol
9 4,5 1059 y-terpineno
10 2,8 1096 linalol
11 0,4 1144 ipsdienol
12 1,1 1175 umbelulona
13 0,9 1232 timil-metil-éter
14 9,9 1288 timol
15 49,7 1298 carvacrol
16 0,4 1369 acetato de carvacrila
17 1,5 1414 (E)-beta-cariofileno
18 6,4 1487 n.i.
19 0,7 1566 n.i.
20 1,0 1576 Oxido de cariofileno

Total identificado (%): 92,9

n.i = ndo identificado

2.2. Peixes e aclimatagéo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sanidade de Organismos
Aquaticos da Embrapa Amapa (Macapa, estado do Amapa, Brasil). Alevinos de C.
macropomum (+ 30 g) foram obtidos de piscicultura comercial. Os peixes foram
aclimatados durante sete dias em tanques de 500 L de &gua e alimentados com ragédo

contendo 32% proteina bruta (PB). Nos tanques foi mantido o sistema constante de
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renovacao da agua, e os parametros da agua foram monitorados: temperatura média (30,7 £
0,2 °C), oxigénio dissolvido (5,6 + 0,4 mg/L), pH (5,3 = 0,2), ambnia (0,4 = 0,2 mg/L),
alcalinidade (10,0 £ 0 mg/L) e dureza (10,0 £ 0 mg/L). Diariamente foi feita a remocdao de

matéria organica acumulada no fundo dos tanques.

2.3. Ensaio in vitro com 6leo essencial de L. origanoides e monogenoideas de C.
macropomum

Para avaliar o tempo de exposicdo e as concentracdes de OE de L. origanoides que
causam mortalidade em espécies de monogenoideas das branquias de 24 C. macropomum
(11,9 £ 2,9 cm e 35,2 + 25,0 g) foram conduzidos testes in vitro, de acordo a metodologia
utilizada por Soares et al. (2016). Para tal, utilizou-se dois grupos controles, um com agua
do tanque e outro com agua do tanque + alcool etilico absoluto, e seis diferentes
concentracdes de OE de L. origanoides (10, 20, 40, 80, 160 e 320 mg/L), usando trés
repeticdes para cada tratamento, de acordo com a metodologia utilizada em Soares et al.
(2016). Este solvente foi usado na proporcao de 1:10.

A partir dos resultados in vitro foram determinadas as concentragdes usadas nos
banhos terapéuticos com OE de L. origanoides, ap6s um teste prévio da tolerancia dos

peixes.

2.4. Ensaio in vivo com Colossoma macropomum expostos ao Oleo essencial de L.
origanoides

Alevinos (13,2 £ 1,1 cm e 42,4 + 10,1 g), naturalmente parasitados, foram
distribuidos aleatoriamente em 12 tanques de 100 L, mantidos em sistema aberto de agua
durante 48 horas. Para este ensaio, foram usados quatro tratamentos e trés repeticdes, com
20 peixes por repeticdo, e os peixes foram mantidos em sistema estatico de agua
(temperatura média 30,7 + 0,2°C, oxigénio dissolvido 5,6 £ 0,4 mg/L, pH 5,3 + 0,2,
amonia 0,4 + 0,2 mg/L, alcalinidade 10,0 + 0 mg/L e dureza 10,0 £ 0 mg/L). Os
tratamentos sdo 0s seguintes: grupos controles com agua do tangue ou com agua + alcool
etilico absoluto (1:10), o solvente usado para diluicdo do OE, 20 e 40 mg/L de OE de L.
origanoides. Os peixes submetidos a concentracdo de 20 mg/L e 40 mg/l foram expostos
ao banho de OE de L. origanoides durante 60 e 30 minutos, respectivamente, enquanto que

0s peixes dos tratamentos controle permaneceram no banho por 60 minutos. Passados 0s
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respectivos tempos de banho, a 4gua dos tanques foi mantida em fluxo continuo e 10
peixes de cada repeticdo, dos diferentes tratamentos, foram usados para coleta das
branquias, fixadas em formalina 5%, para quantificacdo e identificacdo dos parasitos. Os
parasitos foram preparados para identificacdo usando recomendacdes prévias (Eiras et al.,
2006). Apds quantificacdo dos parasitos, foram calculados prevaléncia e intensidade média
de infeccdo (Bush et al., 1997). A eficécia de cada tratamento foi calculada (Zhang et al.,
2014).

A outra parte dos peixes foi usada para analises sanguineas e histopatologicas. As
concentragOes in vitro, previamente testadas, mostram baixa tolerancia dos peixes ao OE
de L. origanoides; assim, somente concentragdes 20 e 40 mg/L puderam ser usadas nos

banhos terapéuticos.

2.5. Procedimentos de anélises dos parametros sanguineos de C. macropomum expostos
ao Oleo essencial de L. origanoides

Apds os banhos terapéuticos de 60 e 30 minutos com as concentracdes de 20 e 40
mg/L de OE de L. origanoides, respectivamente, bem como para 0s grupos controle, cinco
peixes de cada repeticdo (15 peixes por tratamento) foram usados para coleta sanguinea.
De cada peixe foi colhida uma amostra de sangue por puncdo do vaso caudal, utilizando
seringas com EDTA (10%), que foi dividida em duas aliquotas. Uma aliquota foi usada
para contagem de eritrocitos totais em homocitdmetro, determinacdo do hematdcrito
usando o método de microhematdcrito e concentracdo de hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina. Com esses dados foram calculados indices hematimétricos de
Wintrobe: volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). Extens@es sanguineas foram confeccionadas e coradas pancromicamente
com uma combinacdo de May Grunwald-Giemsa-Wright (Ranzani-Paiva et al., 2013) para
contagem diferencial de leucocitos em até 200 células de interesse em cada extensdo. A
identificacdo e nomenclatura das populagdes de leucocitos sequiram as recomendacfes de
Tavares-Dias et al. (1999). As extensbes foram também usadas para contagem do nimero
de leucdcitos e trombdcitos totais (Ranzani-Paiva et al., 2013).

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 75 G, para obtencdo do plasma e
para andlise dos niveis de glicose e proteinas plasmaéticas totais. A concentracdo de glicose

foi determinada pelo método enzimatico-colorimétrico de glicose oxidase usando kit
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comercial (Biotécnica, MG, Brasil). A concentracdo de proteinas plasmaticas totais foi
determinada pelo método de biureto usando kit comercial (Biotécnica, MG, Brasil). Para

ambas as analises bioquimicas, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro.

2.6. Analises histopatoldgicas das branquias de C. macropomum expostos ao 6leo
essencial de L. origanoides

Ap0s os banhos terapéuticos de 60 e 30 minutos com 20 e 40 mg/L de OE de L.
origanoides, respectivamente, e para 0s grupos controle, 6 peixes por tratamento (2 peixes
de cada repeticdo) foram usados para coleta dos arcos branquiais para analises
histopatoldgicas. Apos 24 h desses banhos terapéuticos, outros 6 peixes por tratamento (2
peixes de cada repeticdo) foram usados para coleta dos arcos branquiais para analises
histopatoldgicas (recuperacao). Esses peixes usados na recuperacdo estavam mantidos nos
tanques com agua de fluxo continuo e foram alimentados.

O primeiro arco branquial direito de cada peixe foi coletado e fixado em formalina
tamponada (10%), para analises histopatologicas. Os arcos branquiais foram desidratados
através de uma série gradual de etanol e xilol e, em seguida, inclusos em parafina, para
obtengdo de cortes consecutivos seriados em microtomo. Os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) e analisados em microscopio de luz comum
(Soares et al., 2016).

A analise histopatoldgica foi realizada de forma semiqualitativa usando o valor
médio de alteracdo (VMA) (Schwaiger et al., 1997) e indice de alteracdo histopatolédgica
(IAH) (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

2.7. Analises estatisticas

Todos os dados foram previamente avaliados nos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade usando Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Como os dados nao
seguiram o padréo de distribuicdo, foi usado Kruskal-Wallis seguido pelo teste Tukey, para

comparacéo entre as medianas (p<0,05).

3. Resultados
3.1. Agdo antiparasitaria, in vitro, do 6leo essencial de L. origanoides contra

monogenoideas
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O teste antiparasitario in vitro contra monogenoideas (A. spathulatus, N.
janauachensis e M. boegeri) de branquias de C. macropomum mostrou 100% de eficacia
do OE de L. origanoides em 30 e 60 minutos de exposicao para as concentracdes 320 e 160
mg/L, respectivamente. A concentracdo 80 mg/L foi cerca de 80% eficaz em 3 horas de
exposicdo, atingindo 100% de eficAcia em 6 horas de exposi¢do, juntamente com a
concentracdo 40 mg/L. As duas menores concentracfes, 10 e 20 mg/L, demonstraram
baixa eficacia, ndo atingindo 40% em 6 horas de exposicdo ao OE, e as 8 horas do ensaio
ndo foram mais observados parasitos vivos nesses tratamentos. O inicio da mortalidade dos
monogenoideas no controle usando somente agua e dgua + alcool ocorreu em 3 e 1 hora do
ensaio, respectivamente, com 100% mortalidade dos parasitos apds 8 horas de ensaio
(Figura 1 e Tabela 2).

120 1 540 mg/L #20 mg/L W40 mg/L B80 mg/L 160 mg/L 8320 mg/L
100
80

60

E(%)

40

20

10 min 20 min 30 min 1h 3h 6h

Tempo de exposicao

Figura 1. Eficacia in vitro das diferentes concentracbes de 6leo essencial de Lippia

origanoides contra monogenoideas das branquias de Colossoma macropomum.
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Tabela 2. Acdo antiparasitaria in vitro do 6leo essencial de Lippia origanoides contra

parasitos de branquias de Colossoma macropomum, em relagdo ao tempo de exposicao.

Tempo  Tratamentos Parasitos vivos Mortalidade (%)
Agua 25,3+45 0
Agua + alcool 220+2,6 0
10 mg/L 20,0+0,0 0
20 mg/L 20,7+1,2 0
40 mg/L 20,0+ 0,0 0
80 mg/L 20,7+1,2 0
160 mg/L 20,7+1,2 0
oh 320 mg/L 20,0 £0,0 0
Agua 25,3+ 4,5 0
Agua + alcool 22,0+2,6 0
10 mg/L 20,0 £0,0 0
20 mg/L 20,712 0
40 mg/L 20,0+0,0 0
80 mg/L 207+12 0
160 mg/L 10,7 £ 4,2 48,3
10 min 320 mg/L 53+25 73,5
Agua 25,3+4,5 0
Agua + alcool 22,0+2,6 0
10 mg/L 20,0 £ 0,0 0
20 mg/L 20,7+1.2 0
40 mg/L 19,7+0,6 15
80 mg/L 18,7+2,3 9,7
160 mg/L 3,747 82,1
20 min 320 mg/L 53%2,5 73,5
Agua 253+45 0
Agua + alcool 220+26 0
10 mg/L 20,0%+0,0 0
20 mg/L 20,712 0
40 mg/L 193+1,2 35
80 mg/L 17,7+ 3,2 14,5
160 mg/L 1,7+29 91,8
30 min 320 mg/L 0,0+0,0 100
Agua 253+45 0
Agua + élcool 22,0+2,6 0
10 mg/L 20,0%£0,0 0
20 mg/L 20,7+1,2 0
40 mg/L 19017 5
80 mg/L 147421 29
160 mg/L 0,0+£0,0 100

1 hora 320 mg/L 00+£0,0 100




Tabela 2. Continuagéo...

Agua 253+4,5 0
Agua + alcool 20,0+5,0 9,1
10 mg/L 17,0£5,2 15
20 mg/L 20,7+1.2 0
40 mg/L 10,0+ 2,0 50
80 mg/L 0712 96,6
160 mg/L 0,0£0,0 100
3 horas 320 mg/L 0,0+0,0 100
Agua 4,7 + 4,6 81,4
Agua + alcool 12,7 +10,7 423
10 mg/L 43+23 78,5
20 mg/L 20+1,0 90,3
40 mg/L 0,0+0,0 100
80 mg/L 0,0+0,0 100
160 mg/L 0,0£0,0 100
6 horas 320 mg/L 0,0+0,0 100
Agua 1,323 94,9
Agua + alcool 1,315 94,1
10 mg/L 0,0+0,0 100
20 mg/L 0,0+0,0 100
40 mg/L 0,0+£0,0 100
80 mg/L 0,0+0,0 100
160 mg/L 0,0£0,0 100
8 horas 320 mg/L 00£0,0 100
Agua 0,0+0,0 100
Agua + alcool 0,0+0,0 100
10 mg/L 0,0+0,0 100
20 mg/L 0,0+0,0 100
40 mg/L 0,0+0,0 100
80 mg/L 0,0£0,0 100
160 mg/L 0,0£0,0 100
9 horas 320 mg/L 0,0+0,0 100
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3.2. Acédo antiparasitaria em C. macropomum expostos ao 0leo essencial de L. origanoides

As branquias de C. macropomum estavam naturalmente parasitadas por

monogenoideas (A. spatulathus, M. boegeri e N. janauachensis) e I. multifiliis ndo houve

diferenca na abundancia desses ectoparasitos entre os tratamentos com OE de L.

origanoides (Tabela 3), indicando que as concentracdes de OE usadas ndo foram eficientes

contra esses ectoparasitos de branquias.
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Durante os banhos terapéuticos foram observados 0s seguintes comportamentos:
normal no controle com &gua, excitacdo moderada no controle com agua + alcool e
imobilizacdo e submersdo no fundo dos tanques nas concentracdes 20 e 40 mg/L de OE.
Apbs reposicao do fluxo continuo de dgua e remocédo do OE, os peixes expostos ao OE de
L. origanoides retornaram gradativamente a natagdo normal, ndo havendo qualquer

mortalidade durante e apds o ensaio.
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Tabela 3. Prevaléncia (P%) e abundancia média (AM) de espécies de monogenoideas nas branquias de Colossoma macropomum expostos ao

oOleo essencial de Lippia origanoides. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas pelo teste de Tukey (p> 0,05). P: Prevaléncia, AM:

Abundancia média

Agua (n = 30) Agua-+alcool (n = 30) 20 mg/L (n = 30) 40 mg/L (n = 30)
60 minutos 60 minutos 60 minutos 30 minutos
Espécies de parasitos P (%) AM P (%) AM P (%) AM P (%) AM

Ichthyophthirius multifiliis 96.3 80,3 +47,0ab

Monogenoidea 100 341,3+67,3a

96.7 67,2 + 38,5a

100 333,7 +86,9a

90 108,5 £ 79,9b

100 316,2 +79,3a

82.6  52,7+591a

100 352,3 +67,3a
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3.3. Efeitos nos parédmetros sanguineos de C. macropomum expostos ao 6leo essencial de L.
origanoides

O uso de OE de L. origanoides em banho terapéutico em C. macropomum, nas
concentracdes de 20 e 40 mg/L, durante 60 e 30 minutos, respectivamente, aumentou 0s
niveis de proteinas plasmaticas totais, nimero de mondcitos e neutréfilos, e reduziu o
hematdcrito dos peixes, ndo havendo alteracdo nos outros parametros sanguineos
investigados. O banho terapéutico de 60 minutos usando agua + alcool causou aumento do

nivel de hemoglobina em relacéo aos peixes dos demais tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros sanguineos de Colossoma macropomum expostos ao 6leo essencial de

Lippia origanoides. Dados expressam valores médios + desvio padrdo. Letras diferentes na

mesma linha indicam diferencas pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Parametros Agua (n =15) Agua + alcool (n=15) 20mg/L (n=15) 40 mg/L ( n =15)
Peso (9) 42,4 +£11,5a 40,6 = 8,5a 41,2 £ 8,9a 39,3+ 9,0a
Comprimento (cm) 13,6 +1,2a 13,1+0,9a 12,9+ 1,0a 13,0+1,3a
Glicose (g/dL) 97,5+ 16,9 104,2 + 25,4a 99,8 + 21,6a 99,4 + 21,6a
Proteinas (mg/dL) 2,5+04a 3,2+0,8a 36+1,1b 3,6 £0,5b
Eritrécitos (x10%/uL) 1,07 £ 0,15a 1,13+0,23a 1,18 £ 0,47a 0,96 +0,17a
Hemoglobina (g/dL) 5,3+0,6a 5,6 £ 0,5b 5,0+0,6a 50+0,5a
Hematdcrito (%) 17,5+ 15a 17,7+ 24a 158+ 1,7b 15,1+1,8b
VCM (fL) 166,0 £ 25,5a 160,9 + 28,9a 145,9 + 38,6a 162,2 + 37,8a
CHCM (g/dL) 30,4+ 2,6a 32,3+4,6a 31,7+ 25a 33,2+4,1a
Trombdcitos (L) 26.144 + 9.993a 22.980 + 7.965a 23.434 +10.704a 20.325 £ 5.129a
Leucdcitos (uL) 10.114 + 2.524a 9.702 + 4.541a 12.895 + 5.465a 11.761 + 3.412a
Linfocitos (uL) 6.566 + 2.235a 5.695 + 2.398a 4.800 + 2.287a 5.499 + 2.040a
Monacitos (uL) 1.075 + 338a 1.150 + 549a 2.659 + 1.164b 1.661 + 960b
Neutréfilos (uL) 2.272 £ 1.057a 2444 + 1.521a 5.197 + 2.031b 4.489 £ 2.012b
Eosinofilos (uL) 27 + 38a 9+ 28a 14 + 32a 22 +43a
LG-PAS (uL) 173 + 306a 392 + 774a 324 + 396a 89+ 77a

3.4. Efeitos histopatoldgicos nas branquias de C. macropomum expostos ao 0leo essencial de

L. origanoides

Ap0s banhos terapéuticos com OE de L. origanoides, 0 VMA ndo mostrou diferencas

entre os 4 tratamentos em cada periodo analisado, tanto ap6s o banho quanto apos 24 horas de
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recuperacdo. O IAH também ndo mostrou diferencgas entre tratamentos em cada momento
analisado e entre os dois momentos de analises. Porém, logo apos a exposi¢do com OE de L.
origanoides, a severidade das lesGes nas branquias de C. macropomum do controle exposto
somente a agua dos tanques variou de acordo com o IAH, com danos moderados a severos.
Houve danos leves a moderados nas branquias do controle exposto a agua + alcool, e
alteracdes severas nas branquias dos peixes expostos a 20 e 40 mg/L de OE de L. origanoides.
Apds 24 horas de recuperacdo dos peixes, as branquias mostram severidade das lesdes
variando de danos leves a moderados nas branquias dos peixes dos controles com agua e agua
+ alcool e nos peixes exposto a 40 mg/L de OE, mas as alteragbes foram severas nas
branquias dos peixes expostos a 20 mg/L de OE de L. origanoides (Tabela 5).

AlteracOes histologicas observadas nas branquias dos peixes tais como hiperplasia e
fusdo do epitélio lamelar, dilatacdo capilar, descolamento do epitélio lamelar, aneurisma
lamelar e ruptura epitelial com hemorragia sdo mostradas na Figura 2A-H. Além disso, houve
edema, proliferacdo de células mucosas e células de cloreto, hipertrofia lamelar, congestao e

necrose, alteracfes observadas com menor frequéncia.

Tabela 5. Valores médio de alteracdo (VMA) e indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) em
arcos branquiais de Colossoma macropomum apds a exposi¢do com 0leo essencial de Lippia
origanoides e apds 24 horas da recuperacdo. Letras minusculas similares, na mesma coluna,
ndo indicam diferencas entre tratamentos, e letras maidsculas similares na mesma coluna ndo

indicam diferencas entre tempos de acordo com teste de Tukey (P<0,05).

Logo ap6s a exposicdo

Tratamentos VMA IAH Severidade das lesdes de acordo com o IAH

Agua 1,3+0,5aA 46,3+49,8aA Alteracbes moderadas a severas nas branquias
20 mg/L 60 min 1,8+ 0,4aA 87,3+59,6aA AlteracOes severas nas branquias

N
6
Agua+ Alcool 6 12+04aA 16,5+7,9aA  Danos leves a moderados nas branquias
6
40 mg/L30min 6 1,7+0,8aA 51,2+54,6aA AlteracOes severas nas branquias

Recuperacéo de 24 horas

Agua 12+0,4aA 16,0+7,8aA  Danos leves a moderados nas branquias
Agua + Alcool
20 mg/L 60 min

40 mg/L 30 min

12+0,4aA 18,2+5,7aA  Danos leves a moderados nas branquias
15+0,58A 52,0 +53,7aA AlteracOes severas nas branquias

1,3+0,58A 13,7+9,7aA  Danos leves a moderados nas branquias

o OO O O
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Figura 2A-H. Alteracdes histoldgicas das branquias de Colossoma macropomum expostos a
20 e 40 mg/L de oleo essencial de Lippia origanoides, por 60 e 30 minutos, respectivamente.
(A) Monogenoideas (*) e regido com hiperplasia, em branquias do tratamento com agua do
tanque. (B) Monogenoidea (*), em branquias dos peixes do tratamento com 40 mg/L do de
6leo essencial. (C) Aneurismas (o) em extremidades lamelares, em branquias do controle com
agua+ alcool. (D) Ruptura epitelial com hemorragia disseminada, em brénquias dos peixes do
tratamento com 20 mg/L de OE. (E) Aneurismas (a) ¢ hiperplasia lamelar (seta) em branquias
dos peixes expostos a 20 mg/L do 6leo essencial. (F) Monogenoidea (*), dilatagdo do vaso
sanguineo central e hiperplasia lamelar generalizada, em branquias dos peixes do tratamento
com 40 mg/L de OE apo6s 24 h de recuperacdo. (G) Ruptura epitelial com hemorragia
disseminada, em branquias dos peixes do tratamento com 40 mg/L de OE. (H) Descolamento

epitelial ( *) em branquias dos peixes expostos a 40 mg/L de OE ap6s 24 h de recuperacao.

4. Discussao

A andlise quimica do OE de L. origanoides utilizado neste estudo indicou carvacrol, p-
cimeno e timol como constituintes quimicos majoritarios. Resultados similares foram
relatados em outros estudos com OE de L. origanoides (Teles et al., 2014; Ribeiro et al.,
2014; Sarrazin et al., 2015; Vera et al., 2014; e Vicuiia et al., 2010). O timol e carvacrol
podem ser os compostos responsaveis pelos efeitos bioativos do OE de L. origanoides, uma
vez que estudos mostraram atividades antimicrobiana (Nostro et al., 2004; Sarrazin et al.,
2015a, 2015b), antigenotoxidade (Vicufia et al., 2010) e antiprotozoario destes compostos
(Escobar et al., 2010). Contudo, bioatividade pode ocorrer também devido ao sinergismo
entre todos os componentes quimicos do dleo essencial (Barreto et al., 2014a).

O teste antiparasitario in vitro, utilizado como “screening” para detectar se o OE de L.
origanoides tem acdo contra monogenoideas A. spatulathus, M. boegeri e N. janauachensis
das branquias C. macropomum mostrou que as baixas concentracdes (10, 20 e 40 mg/L)
tiveram uma baixa eficacia esses ectoparasitos, enquanto as maiores concentragdes (80, 160 e
320 mg/L) tiveram uma eficacia dose-dependente. Soares et al. (2016) usando 160, 320, 640,
1280 e 2560 mg/L de OE de L. alba contra esses mesmos monogenoideas de C. macropomum
mostraram também que a eficacia foi dose-dependente. Ensaio com OE de L. sidoides nas
concentracdes de 40, 80, 160 e 320 mg/L também mostrou que as maiores concentracoes
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(160 e 320 mg/L) foram efetivas contra monogenoideas Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus
thurstonae, Cichlidogyrus halli e Scutogyrus longicornis das branquias de Oreochromis
niloticus (Hashimoto et al., 2016). Apesar de serem espécies congenéricas, as diferentes
concentracdes e composi¢cdes quimicas podem ter influenciado na eficacia desses trés Oleos
essenciais contra os parasitos in vitro.

No ensaio in vivo, foram usados 20 e 40 mg/L de OE de L. origanoides, em banhos de
60 e 30 minutos, respectivamente, concentracdes definidas apos teste prévio da tolerancia dos
peixes. Durante esses banhos terapéuticos com ambas as concentracdes foi observado efeito
anestésico do OE de L. origanoides em C. macropomum. Efeito similar foi relatado para C.
macropomum expostos ao 100 e 150 mg/L de OE de L. alba (Soares et al., 2016) e para O.
niloticus expostos a 40 mg/L de OE de L. sidoides (Hashimoto et al., 2016). Além disso, 0s
banhos terapéuticos com 20 e 40 mg/L de OE de L. origanoides nao apresentaram eficacia
contra monogenoideas A. spatulathus, M. boegeri e N. janauachensis e I. multifiliis em C.
macropomum. Porém, para Carassius auratus banhos terapéuticos com extratos de
Caesalpinia sappan, Lysima chiachristinae, Cuscuta chinensis, Artemisia argyi, e
Eupatorium fortunei mostraram de eficacia contra Dactylogyrus intermedius (Huang et al.,
2013). Ji et al. (2012) também encontraram atividade anti-helmintica contra D. intermedius de
C. auratus usando extratos de Cinnamomum cassia, Lindera aggregata e Pseudolarix
kaempferi. Este é o primeiro estudo sobre atividades antiparasitarias do OE de L. origanoides
em peixes.

Em C. macropomum expostos a 20 e 40 mg/L de OE de L. origanoides ocorreu
aumento nos niveis de proteinas plasmaticas, nimero de mondcitos e neutrofilos, com
reducdo do hematdcrito. Para C. macropomum expostos a 100 e 150 mg/L de L. alba também
houve reducdo do hematdcrito e aumento de proteinas plasmaticas e numero de neutréfilos
(Soares et al., 2016). Hashimoto et al. (2015) também encontraram aumento no numero de
neutrofilos em O. niloticus expostos a 40 mg/L de OE de L. sidoides. Portanto, OE de
espécies congenéricas de Lippia, quando usados em baixas concentragcfes nos banhos
terapéuticos, causam moderadas alteracGes sanguineas nos peixes expostos.

Em relacdo ao VMA e IAH, no tecido branquial de C. macropomum expostos a 20 e
40 mg/L de OE de L. origanoides, ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos apos
0 banho e ap6s 24 horas da recuperacdo. Porém, no tocante a severidade das alteracGes

branquiais, e acordo com o 1AH, logo apos a exposi¢do ao OE ocorreram lesdes severas, com
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a recuperacao apds 24 horas. Contudo, para C. macropomum expostos a 100 e 150 mg/L de
OE L. alba foram observadas lesdes severas e irreparaveis nas branquias (Soares et al., 2016).
Essa menor toxicidade em peixes expostos ao OE de L. origanoides indica que esse 0leo é
pouco citotdxico, como tem sido demonstrado em células de ratos (Sarrazin et al., 2015b),
insetos (Caballero-Gallardo et al., 2012) e outros mamiferos (Escobar et al., 2010).

Em C. macropomum expostos a 20 e 40 mg/L de OE de L. origanoides, as principais
lesbes observadas nas branquias foram: hiperplasia e fusdo do epitélio lamelar, dilatacdo
capilar, descolamento do epitélio lamelar e aneurisma lamelar e ruptura epitelial com
hemorragia, havendo em menor frequéncia edema, proliferacdo de células mucosas e células
de cloreto, hipertrofia lamelar, congestdo e necrose. Tais lesbes foram causadas
provavelmente pelos parasitos presentes nas branquias, uma vez que eles ocorreram em
elevada abundancia em todos os tratamentos e controles. AlteracGes branquiais similares
também foram descritas para Piaractus brachypomus (Verjan et al., 2001) e Rachycentron
canadum (Guerra-Santos et al., 2012), parasitados por diferentes espécies.

Neste estudo, o diluente (&lcool), usado no grupo controle exposto a dgua + alcool na
mesma concentracdo empregada para diluir o OE de L. origanoides, ndo influenciou os
resultados dos ensaios antiparasitarios in vivo e in vitro. Além disso, ndo causou alteragdes
sanguineas e histopatologicas nas branquias de C. macropomum, diferentemente de outros
estudos com diferentes tipos de diluentes (Hashimoto et al., 2016; Steverding et al., 2005).

5. Conclusfes

Oleo essencial de L. origanoides possui acdo antiparasitaria, in vitro, com efeito dose-
dependente. Porém, as baixas concentracGes testadas nos banhos terapéuticos, ndo podem ser
indicadas no tratamento contra ectoparasitos devido a sua ineficacia e efeito anestésico,
embora tenham causando poucas alteragdes sanguineas e histopatoldgicas nos peixes
expostos. Assim, devido ao potencial bioativo do OE de L. origanoides, in vitro, estudos
utilizando os seus constituintes quimicos majoritarios deveriam ser conduzidos, para testar in

vivo os efeitos desses constituintes contra parasitos de C. macropomum.
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6. CONCLUSOES

e Os 0leos essenciais de L. alba, L. sidoides e L. origanoides possuem eficécia in vitro
contra parasitos de branquias de C. macropomum em diferentes concentragdes.

e Os Oleos essenciais L. alba, L. sidoides e L. origanoides ndo possuem eficacia in vivo
contra parasitos de branquias de C. macropomum em banhos terapéuticos nas concentracgdes e
tempos de exposicao utilizados neste estudo.

o Diferencgas nas concentragdes usadas para avaliar a atividade antiparasitaria entre 0s
Oleos essenciais de L. alba, L. sidoides e L. origanoides foram verificadas, devido a
constituicdo quimica e teor de seus principais componentes majoritarios.

e Concentracdes de L. alba, L. sidoides e L. origanoides causaram efeitos hematoldgicos
indesejaveis quando usadas para tratamento antiparasitario em tambaqui, sendo o éleo de L.
origanoides 0 menos danoso.

e ConcentragBes dos Oleos essenciais causaram efeitos histopatologicos indesejaveis nas
branquias de C. macropomum, onde L. alba e L. sidoides causaram alteragdes severas e danos
irreversiveis, enquanto L. origanoides causou danos leves a moderados; assim, ndo podem ser
recomendadas para banhos terapéuticos, devido a toxicidade.

e O efeito anestésico causado pelo Oleo essencial de L. alba, L. sidoides e L. origanoides
para C. macropomum impossibilitou o uso de concentraces mais elevadas nos banhos
terapéuticos, levando a uma ineficacia dos tratamentos.

e O uso dos o6leos essenciais de L. alba, L. sidoides e L. origanoides em banhos
terapéuticos contra parasitos de branquias de C. macropomum nao pode ser recomendado para
banhos terapéuticos devido a toxicidade nas concentracfes usadas.

e Espécies de Lippia sp. ttm potencial bioativo para uso na medicina veterinéria e
aquicultura, uma vez que possuem efeitos in vitro em diferentes animais descritos na

literatura, e também em peixes.
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