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Efeito de Oleo Essencial de Alfavaca
Cravo (Ocimum gratissimum) no
Controle de Parasitos Monogendides
de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Juliana Oliveira Meneses’, Edsandra Campos Chagas?, Francisco Celio
Maia Chaves?®, Rodrigo Yudi Fujimoto*

Resumo

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia do éleo essencial

de Ocimum gratissimum para o controle de monogendides em tilapias (O.
niloticus). O ensaio in vitro foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos e
3 repeticoes : controle 1 (d4gua de confinamento), controle 2 (dgua + élcool
70%), tratamento 1 (40 mg/L de dleo de alfavaca cravo), tratamento 2 (160
mg/L de 6leo) e tratamento 3 (320 mg/L de 6leo) utilizando 5 monogendides
por tratamento. A mortalidade dos parasitas foi avaliada durante 5 horas.
Para o Cl,
durou 96 horas. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC)

o teste definitivo utilizou 18 recipientes, 4 peixes em cada e

com 5 concentracdes de 6leo de alfavaca cravo (20, 40, 60, 80 e 100 mg/L

) e um controle, e 3 repeticdes por concentracdo. A mortalidade foi avaliada

a cada 6 horas com a remocdo dos peixes mortos. Para o ensaio in vivo
foram utilizadas 4 concentracoes: 9 mg/L de alfavaca cravo, 40 mg/L (em
banhos longos), 160 e 320 mg/L em banhos terapéuticos curtos. As tilapias
foram distribuidas em 15 aquarios de 90 |, contendo 5 peixes em cada. Foi
utilizado DIC com 5 tratamentos (sendo 1 controle) e 3 repeticdes. Os banhos
terapéuticos longos duraram 48 horas, e os curtos 3 tardes consecutivas com
duracédo de 5 minutos (320 mg/L) e 10 min (160 mg/L). Para avaliar a eficacia
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15 peixes do controle e 3 de cada tratamento foram sacrificados para retirada
de branquias e fixadas em formol 10%. A quantificacdo dos monogendides foi
feita com auxilio do estereomicroscopio e os resultados foram utilizados para
calcular a prevaléncia, intensidade média de infestacao, total de parasitos,
sobrevivéncia bem como a eficacia. No in vitro a concentracao mais eficiente
no controle de monogendides foi 320 mg/L, o CL, foi de 40,70 mg/L e no
ensaio in vivo a melhor eficacia foi no tratamento 320 mg/L (88,73%) e a
infestacao foi menor no 320 e 160mg/L, sendo as concentracdes indicadas
para o controle de monogendides em tilapias.

Palavras-chave: helmintos, 6leo essencial, tratamento.

Introducao

Com o aumento do numero de pisciculturas em todo o Brasil associado a
intensificacdo da producao tem-se observado surtos e altas mortalidades
decorrentes de doencas pois o limiar de equilibrio entre os agentes
patogénicos, o ambiente e o hospedeiro, pode ser facilmente quebrado. Dentre
essas doencas, as causadas pelos helmintos monogendides estao entre os
principais agentes causadores de enfermidades em peixes cultivados no Brasil
(MARTINS et al., 2002; PINTO et al., 2009), sendo considerados obstaculos a
produtividade dos animais em criacdo intensiva. Assim, o emprego de medidas
mitigadoras nessas etapas do processo de producdo é de extrema importancia.

Nos ultimos anos, em funcdo do seu vasto potencial terapéutico e dos bons
resultados obtidos com peixes e camardes em vérios paises do mundo como
México, india, Tailandia e Japdo (AURO DE OCAMPO e JIMENEZ, 1993; DEY
e CHANDRA, 1995; DIREKBUSARAKOM et al., 1996; LOGAMBAL et al.,
2000), o uso de plantas medicinais também tem sido priorizado na aquicultura
para o tratamento de doencas causadas por bactérias, virus, fungos e
parasitos (CHAKRABORTY e HANCZ, 2011). No tratamento das doencas
ocasionadas por monogendides, os 6leos e extratos de plantas medicinais
vém sendo avaliados principalmente para reduzir ou evitar o emprego de
quimioterapicos que provoca desenvolvimento de parasitos resistentes aos
farmacos e impacto negativo no ambiente (DOUGHARI et al., 2009).

Nesse cendrio destaca-se o Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) espécie

amplamente distribuida em regides tropicais, tem como componente
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majoritario do seu 6leo essencial o eugenol, apresentando atividade
analgésica, antimicrobiana, imunoestimulante e antifungica (MATOS, 1998;
RODRIGUES et al., 2006, SILVA et al., 2012). Em tambaquis, o emprego de
banhos terapéuticos com dleo essencial de Ocimum gratissimum apresentou
eficacia no controle de monogendides (MIRANDA et al., 2010; SOLDERA et
al., 2011). Assim, o presente trabalho avaliou a eficacia do 6leo essencial
de Ocimum gratissimum para o controle de monogendides em tilapias (O.
niloticus).

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados na Embrapa Tabuleiros costeiros. Os
peixes naturalmente infectados foram adquiridos de produtores da regiao.

O ¢6leo essencial foi preparado de Ocimum gratissimum, o qual foi enviado
para a Embrapa Tabueleiros Costeiros pela Embrapa Amazonia Ocidental. Em
todos os experimentos utilizou-se a diluicdo do 6leo em alcool (1/3 éleo: 2/3
alcool 70%) para melhorar sua dispersdo na agua. Essa mistura foi agitada
vigorosamente por 1 minuto em vortex, até completa homogeneizacao.

Os peixes foram aclimatados em caixas de 500 L com sistema de recirculacéo
e aeracao artificial, a alimentacao foi realizada com ragcdo comercial extrusada
para peixes onivoros com 28% de proteina bruta em duas alimentacoes
didrias. Os parametros de qualidade da dgua (temperatura, oxigénio dissolvido,
pH e amodnia) de confinamento e dos experimentos foram monitorados durante
os experimento e mantidos em condicdes ideais para o cultivo da espécie.
Apds aclimatacao os peixes foram utilizados em trés ensaios experimentais:
teste in vitro, determinacéo da concentracéo letal 50 (CL,,) e o ensaio in vivo.

Ensaio In vitro

Inicialmente 10 peixes foram eutanasiados por concussao cerebral e os
monogendides (Cichlidogyrus tilapiae) foram coletados de arcos branquiais,
com peso médio de 30-50 g. Para o ensaio “in vitro” foi preparada a solucao
mae, composta de dleo de alfavaca-cravo e alcool 70%, 650 ul e 350

ul respectivamente. O delineamento foi inteiramente casualizado com 5
tratamentos e 3 repeticoes: Controle 1 (4gua do ambiente de confinamento);
Controle 2 (4gua + alcool 70%); Tratamento 1 (40 mg/L do 6leo de alfavaca-
cravo); Tratamento 2 (160 mg/L do dleo de alfavaca cravo) e Tratamento

3 (320 mg/L do 6leo de alfavaca cravo). Foram utilizados 5 monogendides
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por placa de petri e as mortalidades foram observadas a cada hora, através
do estereomicroscopio, totalizando um periodo de 5 horas. A morte dos
parasitas foi considerada quando os mesmos ja nao apresentavam nenhuma
movimentacao, tanto ao toque da pinga quanto na transferéncia para dgua
sem Oleo.

Toxicidade aguda do dleo de alfavaca cravo: Determinacdo do Cl,,
Anteriormente ao ensaio definitivo foi realizado um teste preliminar (Screnning)
para determinacdo da menor concentracdo que causa 100% de letalidade. A
partir dessa concentracdo foram determinadas as concentracdes para o ensaio
definitivo. Para o ensaio definitivo foram utilizadas 72 tilapias distribuidas em
18 recipientes contendo biomassa média de 11,97 = 1,75 g. Os testes foram
conduzidos em sistema estético, com duracao de 96 horas e em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 5 concentracdes de 6leo de alfavaca cravo
(20, 40, 60, 80 e 100 mg/L) e um controle, com 4 peixes por tratamento e 3
repeticdes por concentracdo. A mortalidade foi avaliada a cada 6 horas com a
remocao dos peixes mortos.

Ensaio in vivo

Os melhores resultados no ensaio /in vitro (320 e 160 mg/L), a dosagem
observada na literatura para controle de monogendides em tambaqui (9 mg/L)
(SOLDERA et al., 2012), assim como o CL,, (40 mg/L) foram aplicados em
banhos terapéuticos longos e curtos. As tildpias (61,27 + 25,81g; 14,63

+ 2,06 cm) foram distribuidas em 15 aquérios de 90 L, dotados de sistema
estatico, com aeracao constante, contendo 5 peixes em cada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos
e 3 repeticées. Os tratamentos foram: controle (dgua), T1 (9 mg/L de dleo

de alfavaca cravo), T2 (40 mg/L de 6leo de alfavaca cravo), T3 (160 mg/L

de 6leo de alfavaca cravo) e T4 (320 mg/L de alfavaca cravo). Os banhos
terapéuticos foram aplicados por meio da diluicao do 6leo essencial na dgua
dos aquérios dos tratamentos 1 e 2 (9 mg/L e 40 mg/L) durante 48 horas, e
nos tratamentos 3 e 4 (160 mg/L e 320 mg/L) o 6leo foi aplicado em baldes
de 5 L e as tilapias imersas durante 10 e 5 min em trés tardes consecutivas,
respectivamente. Para os tratamentos 3 e 4 foi feito recuperacao dos peixes a
cada banho, sendo estes repostos para os aquarios novamente.
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Apés o ensaio, 15 peixes do controle e 3 de cada tratamento foram
sacrificados por comocao cerebral e as branquias coletadas e acondicionadas
em frascos contendo formol 10%. Posteriormente, foram analisados os
arcos branquiais em placa de Petri, e entao efetuada a quantificacao dos
monogendides (Cichlidogyrus tilapiae) com auxilio do estereomicroscopio.
Com estes resultados foram calculados os indices parasitarios de prevaléncia,
intensidade média de infestacao de acordo com Bush et al., 1997, o total de
parasitos e a sobrevivéncia bem como a eficacia dos banhos terapéuticos de
acordo e Martins et al., 2001.

Testes Estatisticos

Para os ensaios /in vitro e in vivo, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro Wilk, sendo distribuicdo normal os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando F foi significativo foi
aplicado o teste de Tukey (p < 0,05) para comparacao de médias (ZAR,
1999). A estimativa da concentracéo letal (CL, 96h) foi realizada pela
metodologia de Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et al., 1977).

Resultados e Discussao

Ensaio in vitro

Os resultados dos parametros fisico-quimicos da dgua foram: temperatura
27,1 = 0,07 °C, oxigénio dissolvido 6,8 + 0,92 mg/L, pH 6,5 + 0,91 e
amodnia 0,50 = 0,19 mg/L. Tais valores estdo de acordo com os encontrados
por Mercante et al., 2007 ao avaliar a qualidade de dgua em viveiros de
tildpia.

O teste realizado /in vitro mostrou que o tratamento 3 (320 mg/L de 6leo de
alfavaca cravo) foi o mais eficiente. Na primeira hora obteve-se mortalidade
de 87% porém sem diferenca dos demais tratamentos e na segunda hora
obteve-se eficacia de 100% com diferencas significativas em relacédo ao
controle. Na terceira hora de exposicao, os dois Gltimos tratamentos (T2 e
T3) apresentaram eficiéncia no controle da carga parasitaria. O tratamento
2 (160 mg/L de dleo de alfavaca cravo) apresentou eficacia de 33% e

87 %, nas primeira e segunda horas respectivamente. Ja o tratamento 1 (40
mg/L éleo de alfavaca cravo) mostrou eficiéncia somente nas duas Ultimas
horas alcancando mortalidade de (80%) (Figura 1). Porém, foi observado
que nas duas Ultimas horas, tanto os controles quanto os tratamentos nao
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apresentaram diferencas significativas no efeito sobre os monogendides,
devido principalmente a mortalidade dos préprios monogéneas fora do corpo
dos hospedeiros (Figura 2). Na literatura que foi possivel compilar ndo ha
registro de trabalhos sobre a eficacia in vitro sobre monogendides. Porém em
estudo realizado com outros parasitas Argulus spp, Mamadou et al., 2013
determinaram mortalidades 100% somente apds 30 horas na concentracao
de 800 mg/L de extrato da planta, concentracdo acima da encontrada no
presente trabalho com déleo essencial.
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Figural. Valores de mortalidade acumulada de monogéneas de acordo com o tempo.
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Figura 2. Valores de mortalidade (%) de monogéneas submetidas a diferentes
concentracoes do 6leo de alfava cravo. Média. Valoes da mesma coluna com letras
iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Assim, as concentracdes de 160 mg/L e 320 mg/L que apresentaram eficécias
de 100% poderiam ser utilizadas no controle in vivo dependendo da estratégia
de aplicacéo pois, SILVA et al., 2012 afirmaram que concentragcdes acima

de 30 mg/L sao anestésicas nesta espécie e podem provocar mortalidades.
Ao mesmo tempo, os autores também ressaltaram que em Rhamdia quelen,
concentracées mais altas como 300 mg/l poderiam ser utilizadas em banhos
de curta duracdo (4 minutos) para anestesiar sem causar prejuizos fisiologicos
para os peixes ou mortalidades, podendo entao ser uma estratégia para
aplicacao da terapia com 6leo no controle de monogendides. Um manejo
estratégico onde se combine uma acédo anestésica juntamente com a
profilaxia, reduzindo o numero de parasitas branquiais (monogendides), seria
interessante levando em conta a questdao do bem estar animal. Utilizar o éleo
como anestésico para realizacdo de biometrias e juntamente estar prevenindo
surtos de doencas por esse parasita.

Toxicidade aguda do dleo de alfavaca cravo

Durante da realizacdo do teste de toxicidade aguda o pH variou de 7,7 a 8,1,
a temperatura de 24,7 a 26,9 °C , oxigénio dissolvido variou de 4,7 a 7,9
mg/L e o valor médio da aménia foi de 0,6 mg/L no entanto nenhuma das
varidveis foi restritiva para a manutencao dos peixes nesta condicao (Mercante
et al., 2007).

A concentracéo letal 50% (CL, 96h) estimada do 6leo de alfavaca cravo para
a tilapia foi de 40, 700 mg/L com limite superior de 51,44 mg/L e inferior de
32,20 mg/L . As taxas de mortalidade encontradas foram de 33,33%, 50%,
75%, 83,33% e 100% para as concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L,
respectivamente. Ressalta-se que nas seis primeiras horas de exposicao ao
6leo ocorreu mortalidade de 83,33% dos peixes na concentracdo de 100
mg/L. Trabalhos com esta planta em peixes ainda sdo escassos. Mamadou et
al., 2013 utilizando extrato da planta determinou Cl,, 1.271,22 mg/L, valor
acima do encontrado no presente trabalho.

Outros estudos utilizando o componente principal do éleo essencial, o eugenol
(73,6%) (SILVA et al., 2012), determinaram valores de Cl,, de 184,26 mg/L
(VIDAL et al., 2008) e 71,68 mg/L (PRATTE-SANTOS e CARRIELO, 2010),
para tildpias com 5,34 g e 0,449, respectivamente. Demonstrando que o 6leo
essencial de O.gratissimum é mais téxico que o eugenol para tildpias.
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Ensaio in vivo

Os resultados dos parametros fisico-quimicos da dgua no ensaio in vivo foram:
temperatura 25,47 + 0,45 °C, oxigénio 5,77 = 1,77 mg/L, pH 7,59 + 0,16
e condutividade 1.305, 733 + 389,6 yS/cm, valores estes nao prejudiciais a
tildpia.

Né&o houve diferenca na sobrevivéncia entre os peixes submetidos ao 6leo
essencial em relacdo ao controle. Porém, observou-se comportamento
semelhante ao encontrado por Miranda et al. (2010) com tambaquis, onde as
tildpias submetidas ao banho de curta duracao também ficaram anestesiadas
mas retornaram a condicao normal apds serem recolocadas em agua sem
Oleo. Este comportamento deve-se ao fato de que o eugenol é um anestésico
bastante utilizado na aquicultura e € metabolizado e excretado de forma rapida
(MIRANDA et al., 2010 citado por DERIGGI et al., 2006).

Com relacdo ao controle de parasitas, nao foi observada diferenca significativa
entre os indices parasitarios (prevaléncia e intensidade média) entre os
tratamentos 1, 2, 3 e 4. No entanto os tratamentos com 320 mg/L e 160
mg/L na forma de banho curto apresentaram as maiores reducoes na carga
parasitaria com eficacias de 88,73% e 82,25% (p<0,01), respectivamente
(Figura 3).
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Figura 3. Valores do numero total de parasitas das tildpias submetidas aos banhos
longos (T1 e T2: 9 mg/L e 40 mg/L) e banhos curtos (T3 e T4 : 160 mg/L e 320 mg/L).
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Em trabalho realizado para controle de monogendides em tambaquis utilizando
Ocimum gratissimum, as maiores eficacias (93,75% e 100%) foram
observadas nas concentragcoes de 10 mg/L e 15 mg/L (MIRANDA et al.,
2010), concentracOes essas estes muito menores do que os obtidos neste
estudo (160 e 320 mg/L) porém o tempo de duracao de exposicdo ao 6leo foi
de 15 dias, tempo de exposicdao maior do que o presente trabalho. Em tempo
de exposicao menores (3 horas) o 6leo na dgua de transporte do tambaqui
(Colossoma macropomum) reduziu a intensidade média de monogendides (de
40 para 29 parasitas), na concentracao de 3 mg/L (SOLDERA et al., 2012),
valores mais baixos que o presente trabalho. Porém, a concentracao, assim
como o tempo de exposicdo interferem na eficacia do tratamento, assim como
a sensibilidade de monogendides é espécie-especifico (FAJER-AVILA et al.,
2003).

Conclusoes

A utilizacao de banhos curtos (T1: 160 mg/L — 10 min e T2: 320 mg/L - 5
min) sdo os mais indicados para o controle de monogendides em tilapias.
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