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RESUMO

OLEOS ESSENCIAIS COMO ANTIPARASITARIOS CONTRA Gyrodactylus
lilianae E Ichthyophthirius multifiliis

AUTORA: ANELISE LEVAY MURARI
ORIENTADORA: BERTA MARIA HEINZMANN

A girodactilose e ictioftiriase resultam em importantes prejuizos econémicos
na piscicultura. Varios produtos ja foram usados no tratamento destas doengas e
poucos apresentaram eficacia antiparasitaria satisfatéria. Assim, este trabalho visou
obter novos produtos antiparasitarios a partir de 6leos essenciais (OEs) das plantas
medicinais nativas: Aloysia gratissima (AEQO), Nectandra megapotamica (MEO) e
Nectandra grandiflora (GEO). Os OEs foram obtidos por hidrodestilagdo, analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e ao detector por
ionizagdo em chama. Foram conduzidos testes in vitro frente a Gyrodactylus lilianae
e as concentragdes testadas foram de 9 a 90 mg L' (AEO), de 50 a 500 mg L
(MEO) e 10 a 100 mg L' (GEO), sendo determinada a concentragao efetiva (CE) ao
longo do tempo de exposigdo. A partir dos resultados in vitro, foram propostos
protocolos de tratamentos in vivo para cada OE por banhos de imersdo para
girodactilose. Os juvenis de jundia (Rhamdia quelen) foram submetidos a dois
banhos de 90 mg por 2 h (AEO) e 1 h com 200 mg L' (MEO) e 50 mg L' (GEO)
sendo o intervalo de 24 h entre eles. A atividade antiparasitaria frente aos tomontes
do parasita Ichthyophthirius muiltifiliis foi avaliada in vitro para AEO (9 a 750 mg L),
enquanto que, para MEO e GEO, as concentracbes testadas foram equivalentes
aquelas usadas contra G. lilianae. O protocolo de tratamento da ictioftiriase consistiu
em banhos com duragao de cinco dias a uma concentragédo constante de AEO (9 e
15 mg L"), enquanto que para GEO a concentragdo foi de 15 mg L-'. Os principais
constituintes do AEO foram: germacreno D (19,98%), B-cariofileno (12,97%) e p-
cimeno (11,88%). Ja para MEO os componentes majoritarios foram a-pineno
(25,5%), B-pineno (15,4%) e globulol (10,5%), enquanto que GEO apresentou
dehidrofuquinona (17.08%), biciclogermacreno (11.47%) e a-pineno (4.98%) como
principais constituintes. Todos os OEs testados apresentaram atividade
antiparasitaria contra G. lilianae e I. multifilis nos ensaios in vitro. Os protocolos
aplicados para girodactilose apresentaram eficacia de 98,4% (AEQO), 90,7% (MEO) e
95,6% (GEO) ap6s o primeiro banho, enquanto que apos o segundo banho a
eficacia anti-helmintica foi de 100% para todos os OEs. Dos trés OEs testados in
vivo frente a G. lilianae, apenas GEO provocou mortalidade dos juvenis (8,33% apos
o segundo banho). O AEO nao demonstrou ser eficaz para o tratamento da
ictiofitiriase, ja GEO foi capaz de aumentar a sobrevivéncia dos peixes tratados. Os
AEO e MEO apresentam potencial para o desenvolvimento de novos antiparasitarios
comerciais para o tratamento da girodactilose, enquanto GEO tem potencial
utilizacdo para o controle da ictioftiriase.

Palavras-chave: Aloysia gratissima. Nectandra megapotamica. Nectandra
grandiflora. Gyrodactylus lilianae. Ichthyophthirius multifilis. Rhamdia quelen.






ABSTRACT

ESSENTIAL OILS AS ANTIPARASITICS AGAINST Gyrodactylus lilianae AND
Ichthyophthirius multifiliis

AUTHOR: ANELISE LEVAY MURARI
ADVISOR: BERTA MARIA HEINZMANN

Gyrodactylosis and ichthyophthiriasis resulted in significant economic losses in
fish farming. Several products have been used in the treatment of these diseases
and few showed satisfactory antiparasitic efficacy. Thus, this work aimed to obtain
new antiparasitic drugs from essential oils (EOs) of native medicinal plants: Aloysia
gratissima (AEQ), Nectandra megapotamica (MEO) e Nectandra grandiflora (GEO).
The essential oils were obtained by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry and to flame ionization detector. In
vitro assays against Gyrodactylus lilianae were conducted and the concentrations
tested were 9 to 90 mg L-1 (AEO) 50 to 500 mg L-1 (MEO) and 10 to 100 mg L-1
(GEO), aiming to determine the effective concentration (EC) over the exposure time.
From the in vitro results, in vivo treatment protocols for gyrodactylosis have been
proposed for each EO, using immersion baths. Juvenile silver catfish (R. quelen)
were subjected to two baths with a 24 hour interval between them, at concentrations
of 90 mg L' for 2 h (AEQ), 200 mg L' (MEQ) and 50 mg L' (GEO), both for 1 h. The
antiparasitic activity against the tomonts of Ichthyophthirius muiltifiliis was evaluated
in vitro for AEO (9 to 750 mg L -1), while for MEO and GEO the concentrations tested
were equivalent to those used against G. lilianae. The treatment protocol against is
ichthyophthiriasis consisted of bath lasting five days at a constant concentration of
AEO (9 and 15 mg L"), while for GEO the concentration tested was 15 mg L. The
main constituents of the AEO were: germacrene D (19.98%), B-caryophyllene
(12.97%) and p-cymene (11.88%). However, for MEO a-pinene (25.5%), B-pinene
(15.4%) and globulol (10.5%) were the major components, while GEO presented
dehydrofukinone (17.08%), bicyclogermacrene (11.47 %) and a-pinene (4.98%) as
the main components. All tested EOs showed antiparasitic activity against G. lilianae
and . multifiliis in in vitro assays. The protocols applied to gyrodactylosis showed
efficacy of 98.4% (AEO), 90.7% (MEO) and 95.6% (GEO) after the first bath, while
the anthelmintic effectiveness was 100% for all EOs after the second bath. Of the
three EOs tested in vivo against G. lilianae, only GEO caused mortality of juveniles
(8.33% after the second bath). AEO was not effective for treating ichthyophthiriasis,
however GEO was able to increase the survival of treated fish. AEO and MEO have
potential for development of new commercial antiparasitic drugs for the treatment of
gyrodactylosis, while GEO have potential use for the control of ichthyophthiriasis.

Keywords: Aloysia gratissima. Nectandra megapotamica. Nectandra grandiflora
Gyrodactylus lilianae. Ichthyophthirius multifiliis. Rhamdia quelen.
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1 INTRODUGAO GERAL

O presente trabalho consiste na apresentacao dos resultados obtidos durante
o curso de Doutorado em Farmacologia. Inicialmente, na introdugao, é apresentado
um breve referencial tedrico sobre os aspectos importantes do estudo, como a
aquicultura e os produtos naturais, a espécie Rhamdia quelen e o parasitismo, os
Oleos essenciais e as especies vegetais Aloysia gratissima, Nectandra
megapotamica e Nectandra grandiflora. Adicionalmente, também sdo apresentados
a justificativa, os objetivos gerais e especificos. O desenvolvimento do estudo
apresenta a metodologia, os resultados e a discussdo, que se encontram nos
manuscritos a serem submetidos a peridédicos da area. Subsequentemente, séo

apresentadas as discussoes, as conclusdes e as referéncias bibliograficas.

1.1 AQUICULTURA E PRODUTOS NATURAIS

Muitos estudos demonstram que a adicdo de carne de peixe na alimentacao
esta relacionada a varios efeitos benéficos para a saude humana (MOZAFFARIAN;
WU, 2011; SALA-VILLA; CALDER, 2011; FAO, 2014) o que, por sua vez, tem
favorecido a aquicultura. Além disso, a producdo aquicola também €& importante
fonte de alimentos para animais e matéria-prima para a producao de nutracéuticos e
bioativos. Um exemplo é o d6leo de peixe, que apresenta acidos graxos de cadeia
longa poli-insaturados (6mega 3) e possui demanda crescente anual de 15-20 %
(FAO, 2014). Esta tem sido considerada a industria de produgdo de alimentos de
maior crescimento nas ultimas décadas, devido a investimentos governamentais e
tecnolégicos aliados ao crescimento populacional (GRIGORAKIS; RIGOS, 2011;
TROELL et al., 2014; FAO, 2014).

Estima-se que em torno de 10 a 12 por cento da populacdo mundial dependa
da pesca e da aquicultura para a sua subsisténcia. Entretanto, a aquicultura, nos
ultimos anos, € a que mais tem se desenvolvido (Figura 1). Dados revelam que a
producdo aquicola global em 2012 atingiu um recorde histérico de 90,4 milhdes
toneladas (peso vivo equivalente), os quais incluiram em torno de 66,6 milhdes
toneladas de peixes e 23,8 milhdes de toneladas de algas aquaticas. Em
consequéncia, 0 montante de recursos gerados também foi grande e correspondeu

a aproximadamente 144,4 milhdes dolares americanos. A taxa de crescimento da
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producdo mundial aquicola de peixes entre os anos de 2000-2012 foi de 6,2%. As
espécies de peixes teledsteos (Teleostei) corresponderam a dois tergos (44,2
milhdes de toneladas) da producdo da aquicultura de interiores. O Brasil tem
melhorado a sua posicado no ranking dos principais paises produtores, além de

possuir um atrativo mercado consumidor (FAO, 2014).

Figura 1 — Contribuigéo relativa da aquicultura e pesca de captura para obtencéo de
peixe para consumo alimentar no periodo de 1970 a 2012. (Percentagem de
pescado kg/per capita)
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Fonte: Adaptado de FAO (2014).

A intensificacdo da aquicultura mundial tém-se demonstrado vulneravel,
principalmente a surtos de doengas que resultam em importantes perdas parciais ou
totais (BONDAD-REANTASO et al., 2005). Os principais fatores desencadeantes
das doencas séo a alta densidade populacional, manipulagao peridédica dos animais,
baixa qualidade da agua, alteragcbes bruscas de temperatura, deficiéncias
nutricionais e falta de controle sanitario. Estes fatores resultam em alteragdes
fisiolégicas nos animais como estresse e imunossupressdo, favorecendo o
aparecimento de doengas (NAYLOR et al., 2000; CABELLO, 2006; QUESADA,;
PASCHOAL; REYES, 2013).

A expansao da aquicultura passou a exigir a atualizagdo da legislagao
brasileira para garantir o bem-estar animal, ambiental e a seguranga do consumidor.
Isso é especialmente valido para os sistemas de cultivo organico, que exigem uma

producdo de menor impacto ambiental e um produto final ao consumidor de maior
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valor agregado. Com isso, as normas técnicas para os sistemas orgénicos de
producdo aquicola passaram a regulamentar os produtos farmacoldgicos
veterinarios que podem ser utilizados na profilaxia e tratamento de enfermidades ou
pragas. Dentre os produtos permitidos, estdo os fitoterapicos e os extratos vegetais,
tornando o mercado dos produtos veterinarios promissor para esta classe de
produtos farmacéuticos (BANSEMIR et al., 2006; BRASIL, 2011). Fitoterapicos sao
medicamentos obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais,
cuja seguranga e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constancia de sua qualidade. Na composicédo dos fitoterapicos,
nao sao permitidas substancias ativas isoladas ou altamente purificadas, sejam elas
sintéticas, semissintéticas ou naturais, e nem as associacbes dessas com outros
extratos, sejam eles vegetais ou de outras fontes, como a animal (BRASIL, 2014).
Adicionalmente, a pesquisa de plantas medicinais pode dar origem também a
fitofarmacos, denominacédo dada aos produtos oriundos de metabdlitos secundarios
uteis na terapéutica, utilizados na forma isolada (RATES, 2001).

As plantas medicinais e os extratos vegetais tém se mostrado muito eficazes
em operagdes aquicolas, pelas suas propriedades: antiestresse, promotoras de
crescimento, estimulantes do apetite, imunoestimulantes, promotores da maturagao
das espécies de cultivo e antipatogénicos para peixes e camardes. Essas atividades
sédo atribuidas a diferentes classes de metabdlitos secundarios, como: alcaloides,
terpenoides, taninos, saponinas, flavonoides, compostos fendlicos, esteroides e
oleos essenciais (CITARASU, 2010; CHAKRABORTY; HANCZ, 2011). Isso se deve
ao fato de que a utilizagdo dos extratos vegetais para fins farmacoldgicos tender a
reduzir: 1) os custos de producgdo; 2) os efeitos secundarios da aplicagdo de
substancias sintéticas ao meio ambiente, uma vez que os produtos naturais tendem
a serem biodegradaveis que os de origem sintética; 3) a produgédo de resisténcia
pelos patdégenos aos agentes terapéuticos, devido a presenca da alta diversidade de
moléculas com mecanismos de agao diversos em um extrato vegetal; 4) toxicidade.
Portanto, o emprego de extratos vegetais e fitoterapicos na aquicultura, em especial
os obtidos de plantas medicinais, pode resultar em menor resisténcia antimicrobiana
por apresentarem ampla diversidade de moléculas com distintos mecanismos de
acao (LOGAMBAL; VENKATALAKSHMI; MICHAEL, 2000; OLUSOLA; EMIKPE;
OLAIFA, 2013; REVERTER et al., 2014).
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Os antimicrobianos de origem sintética s&o amplamente utilizados para
prevenir ou tratar infecgdes nos animais € no homem e s&o utilizados para acelerar o
crescimento e desempenho dos animais, inclusive na aquicultura (KUMMERER,
2004). O uso abusivo destes farmacos esta associado a diversos problemas, como a
presenca de residuos na carne e outros derivados, além de desenvolver resisténcia
de microorganismos a drogas convencionais, gerando um risco potencial a saude
humana e animal (SCHMIDT et al.,, 2000; AKINBOWALE et al., 2006; CABELLO,
2006; CARRASCHI et al., 2011).

1.2 Rhamdia quelen (TELEOSTEI, SILURIFORMES, HEPTAPTERIDAE)

Rhamdia abriga pelo menos 11 espécies, dentre as quais se destaca R.
quelen, popularmente conhecida como jundia (Figura 2). Esta espécie é endémica
da América do Sul, sendo encontrada desde o centro da Argentina até o sul do
México, onde habita lagos e pogos fundos dos rios, preferindo locais com aguas
calmas, fundo de areia e lama, junto a margens e vegetacdo. A sobrevivéncia
normalmente ocorre em temperaturas entre 3 e 32°C, desde que adaptado
lentamente. A maturidade sexual é atingida por volta de um ano de idade em ambos
0S sexos e 0 seu periodo reprodutivo na natureza ocorre entre os meses de agosto e
marco, podendo apresentar variagbes. A desova €& assincrbnica, 0s 0Ovos Sao
recrutados de populagcbes heterogéneas com os odcitos em desenvolvimento e
liberados em varias ocasides do periodo reprodutivo. Seus ovos sdo demersais e
ndo aderentes (BALDISSEROTTO; RADUNZ-NETO, 2004).

Figura 2 — Imagem fotografica de Rhamdia quelen (adulto)

[

Fonte: http://www.fishbase.org/ Autor: Claudio Dias Timm.
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Na natureza, um adulto pode atingir 50 cm de comprimento e 3 quilos de
massa corporal, sendo o tempo de vida tedrico para as fémeas de 21 anos e os
machos, 11 anos. R. quelen é onivora, preferencialmente carnivora (GOMES et al.,
2000). Quando cultivada pode atingir 500-600 g de peso corporal em seis a oito
meses (BARCELLOS et al., 2001).

Seu cultivo esta se intensificando no sul do Brasil, pois sua reprodugao
induzida apresenta bons resultados, facilidade de adaptacao a diferentes ambientes,
dietas artificiais e facilidade ao manuseio. Além disso, apresenta boa aceitagdo no
mercado consumidor, boa produtividade em agudes e um alto potencial de
comercializagdo, tornando-se uma otima opg¢do para o fomento da aquicultura
(ZANIBONI FILHO, 2004). Esta é a principal espécie nativa na aquicultura
continental no Estado do Rio Grande do Sul (BALDISSEROTTO, 2009),
adicionalmente também é a espécie de maior potencial para o cultivo no estado
(CIGANA, 2014).

Dados do Ministério da Pesca e da Aquicultura, a produgdo do jundia na
aquicultura passou de 911,0 toneladas em 2008 (BRASIL, 2012) para 1.747,3
toneladas em 2011(BRASIL, 2013). Neste mesmo ano foram computadas 354,7
toneladas de pescado provenientes da pesca extrativa. O desenvolvimento da
aquicultura do jundia favorece o fortalecimento da agricultura familiar no Estado do
Rio Grande do Sul (CIGANA, 2014). Além disso, permite o fornecimento de peixe de
forma interrupta, o que favorece a adesdo do mercado consumidor. Apesar das
varias qualidades de R. quelen para o cultivo, como ocorre com qualquer espécie
cultivada sao necessarios cuidados contra as enfermidades que possam afetar a
producao (GARCIA et al., 2007).

1.3 PARASITOSES NO CULTIVO DE Rhamdia quelen

O parasitismo € uma das principais fontes de mortalidade na natureza
(DARGENT et al., 2013). A aquicultura intensiva que privilegia altas densidades
populacionais como forma de maximizar a relacdo custo/beneficio, favorece
grandemente a disseminagdo e agravamento das parasitoses, resultando em
prejuizos econémicos significativos (CUESTA et al., 2006; HANSON et al., 2008).
Além dos danos diretos causados pelos parasitos, estes ainda podem estar

envolvidos na ocorréncia de bactérias, fungos e/ou virus responsaveis por patologias
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na aquicultura. De modo indireto, os mesmos podem acarretar redugao nas taxas de
assimilagdo, crescimento do animal e a diminuicdo do valor do produto final
comercializavel, consequentemente, podem levar a limitagdo drastica na sua
exploracéo econémica (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002).

Os principais grupos de parasitos que causam doengas na aquicultura
compreendem os dinoflagelados, os protozoarios, o0s mixosporideos, o0s
monogenéticos e os crustdceos que, ao encontrarem condigdes adequadas, se
proliferam causando as doengas (TAVECHIO, 2009). No estudo de Martins et al.
(2000) realizado no estado de Sao Paulo (Brasil), em peixes provenientes de
pisciculturas e pesque-pague que apresentavam acumulo de animais nas bordas
dos tanques ou agudes e progressiva mortalidade, as principais doengas detectadas
foram ocasionadas por monogenéticos (36,6%), Ichthyophthirius multifiliis (29,5%),
Piscinoodinium pillulare (18,0%), copepodideos (15,2%) e adultos de Lernaea
cyprinacea (13%), além de infecgbes secundarias por bactérias (20%) e fungos
(17%). O estudo de Moyses et al. (2015) revelou que com peixes ornamentais que
apresentavam lesdes cutaneas, provenientes de pisciculturas ornamentais, também
do estado de de Sao Paulo (Brasil), revelou os principais parasitos presentes nas
lesbes cutaneas como sendo: I. multifiliis (100%), Trichodina sp. (100%), Epistylis sp.
(100%) e girodactilideos (93,4%). Ja nas branquias desses peixes foram
identificados: 1. multifiliis (100%), e girodactilideos (83,4%) e Trichodina sp. (73,4%).
O parasitismo multiplo por protozoarios e platelmintos, com ou sem lesao aparente,
pode ser fatal em peixes, principalmente se cultivados em condigdes ambientais
precarias. Quando instaladas na aquicultura, as parasitoses exigem grandes
esforgos financeiros e de manejo que envolve altos custos com produtos, incluindo a
mao de obra especializada, para que sejam eliminadas dos viveiros (TAVECHIO,
2009).

Uma diversidade muito grande de parasitos ja foi reportada para Rhamdia
spp., tanto no Brasil como em outros paises (KOHN; COHEN, 1998; MOREIRA,
2000). Rhamdia quelen é muito suscetivel a infestagdes por Ichthyophthirius
muiltifiliis, podendo os juvenis morrerem em poucos dias se nao forem tratados
(GARCIA et al., 2007). Os parasitos monogenéticos também apresentam potencial
para ocasionar perdas econdmicas na produgao de Rhamdia quelen (MARCHIORI
et al.,, 2013). Assim, este trabalho procurou desenvolver alternativas para o

tratamento de ictioftiriase (agente etiolégico é o Ichthyophthirius multifiliis) e
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girodactilose (agente etiolégico: Gyrodactylus lilianae) a partir de produtos da
biodiversidade brasileira, sendo que na sequéncia € apresentada uma revisao

destas doencas.

1.3.1 Parasitos monogenéticos

Rhamdia quelen é susceptivel aos parasitos monogenéticos os quais podem
causar danos a produgao (MARCHIORI et al., 2013). Em um levantamento de
registros, foram identificadas 523 espécies de monogenéticos reportados na
América do Sul, sendo que destes, 252 espécies com ocorréncia no Brasil.
Adicionalmente, os principais registros em Rhamdia spp. ocorreram no Rio Grande
do Sul, Rio de Janeiro e na bacia do Rio Amazonas (KOHN; COHEN,1998). Em R.
quelen ja foram reladas infestagbes nas branquias por Aphanoblastella juizforense
(Dactylogyridae) (CARVALHO et al., 2009), Scleroductus sp. (Gyrodactylidae),
Urocleidoides mastigatus (Dactylogyridae) (FERRARI-HOEINGHAUS et al., 2006) e
Aphanoblastella mastigatus (MARCHIORI et al., 2013). Na bexiga urinaria e ureteres
do jundia, foi descrita a presenca da espécie Kristskya moraveci (Dactylogyridae)
(KOHN; COHEN,1998).

Gyrodactylidae van Beneden et Hesse, 1863 e Dactylogyridae Bychowsky,
1933 sdo duas grandes familias de Monogenoidea, sendo que a primeira é
composta, em sua maioria, por espécies viviparas, € a segunda por espécies
oviparas (KUBITZA; KUBITZA, 1999). A familia inclui grande parte das espécies
viviparas de Monogenoidea (BAKKE et al., 1992; KUBITZA; KUBITZA, 1999) e
possui representantes oviparos, com sete géneros e apenas 21 espécies
conhecidas (VIANNA, 2007). Representantes de Gyrodactylidae ja foram descritos
em Rhamdia spp., e encontram-se descritos na Tabela 1.

Em Gyrodactylidae as espécies viviparas formam o maior grupo, com 25
géneros e dentre os viviparos, Gyrodactylus von Nordmann, 1832 € o género mais
diverso, com mais de 450 espécies descritas (BOEGER et al., 2003; HARRIS et al.,
2004; BAKKE et al, 2007). Entretanto, ha estimativas de que existam,
aproximadamente, 20.000 espécies de Gyrodactylus em todo o mundo (BAKKE et
al.,, 2002). Muitas dessas espécies causam sérias ameagas a manutencdo de
populagdes de peixes na natureza e em cativeiro (BAKKE et al., 2002; GARCIA-
VASQUEZ et al., 2007).
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Tabela 1 — Espécies de Gyrodactylidae encontradas em Rhamdia sp.

Espécie Hospedeiro Localizagao Referéncias
. Rio Guandu, Rio
Scleroductus sp. , xhamaia quelen de Janeiro, KRITSKY et al.,
Quoy and Gaimard : 1995.
Brasil
Scleroductus Rhamdia quelen FRio S_éo FERRARI-
o (Quoy & Gaimard, Veﬁg‘ggﬁ% HOEINGHAUS
: 1824) Parana, Brasil et al., 2006.
. Aquicultura
Scleroductus Rhamdia quelen 5, nama Paulo FIGUEREDO etal.,
(Quoy and Gaimard,
sp. 1824) Lopes, _SC, 2014.
Brasil.
Rhamdia Ixin-ha Cenote,
Scleroductus . Yucatan KRISTSKY et al.,
. guatemalensis )
lyrocleithrum (Giinther) Peninsula, 2013.
Mexico
Rhamdia quelen Rio Iguacu, Agua
Scleroductus sp. (Quoy & Gaimard, Azul, Lapa, KRBE%’%( etal.,

1982) Parana, Brasil.

Dentre o0s parasitos monogenéticos, o0 género mais importante
economicamente € o Gyrodactylus, que apresenta distribuicdo mundial e ocorre
tanto no ambiente natural quanto em cativeiro, atingindo espécies marinhas e de
agua doce (POPAZOGLO; BOEGER, 2000; ZIETARA; LUMME, 2002; MEINILA
etal., 2004). Estes parasitam predominantemente as branquias e a superficie
corporal de seus hospedeiros (POULIN, 2002). As lesbes causadas pela aderéncia
do parasito causam alteragbes osmorregulatérias no hospedeiro, tornando-o mais
suscetivel a infec¢des causadas por bactérias, fungos e outros parasitos (COLLINS
et al., 2002; MARTINS et al., 2011; PETTERSEN et al., 2013).

Os mecanismos de interagdo imunoldgica entre monogenéticos e peixes
ainda nao foram bem descritos. No entanto, a girodactilose parece estar envolvida
em alteragdes nas células produtoras de muco, com possivel relagdo na protegcéo do
peixe contra o ataque pelo parasito (ESTEBAN, 2012).
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Figura 3 — Micrografia eletronica de varredura de Gyrodactylus salaris na pele de
Salmo salar. As setas demonstram as lesdes na epiderme causadas pela atividade
do parasito

Fonte: Bakke et al., (2007).

Algumas espécies sao responsaveis por formas graves de girodactilose, como
€ o caso de Gyrodactylus salaris Malmberg (Figura 3), que teve um efeito
devastador sobre populagdes de salmao do Atlantico (Salmo salar L.) da Noruega.
Sua introdugdo neste pais ocorreu na década de 1970 e de forma acidental,
provavelmente por salmdes importados da Suécia (BAKKE et al., 2002; BAKKE et
al., 2007). Gyrodactylus salaris devastou a industria do salméo noruegués, matando
86% dos salmdes dos rios devido a esta infestacdo e causando prejuizos
econdmicos em torno de 500 milhdes de euros (BAKKE et al., 2007). Dados mais
recentes estimam perdas de 326 milhdes de reais/ano apenas na Noruega
ocasionadas pelo G. salaris (PALLADINI, 2012). Gyrodactilus salaris € um parasita
obrigatério e de ciclo direto (OIE, 2012), onde a sua transmissao se da de forma
horizontal, direta ou indiretamente (FIGUEIREDO, 2010). Em temperaturas entre 0 e
25°C o parasita sobrevive bem. Fora do hospedeiro, sua capacidade de
sobrevivéncia também varia de acordo com a temperatura, pois quando exposto a

3°C, o mesmo resiste no ambiente ou na carcaga dos peixes abatidos por 132 e 365
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horas, respectivamente. Congelamento, dessecagao e pH menor que 5 inativam o
patogeno (OIE, 2012).

Consequentemente, esta grave girodactilose passou a ser considerada uma
doenga de notificagdo obrigatéria pela Organizagdo Mundial para da Saude Animal
(OIE, 2012) e varios paises tomaram medidas de precaugao para evitar a introdugéo
do parasita. Por conseguinte, a Comissdo Europeia restringiu a importagdo de
salmonideos que sao suscetiveis a G. salaris para areas com um estatuto sanitario
equivalente (COUNCIL OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2004). A espécie G.
salaris pode se reproduzir e sobreviver tanto em salmonideos quanto nao-
salmonideos, entretanto, a forma clinica grave foi observada apenas em Salmo salar
(PEELER et al., 2006). Assim autoridades governamentais empregaram esforgos
durante anos para controlar a dissiminacdo do parasito tanto em rios como
pisciculturas, a fim de se evitar maiores perdas econémicas (PEELER et al., 2006;
BAKKE et al., 2007).

1.3.1.1 Gyrodactylus lilianae

Gyrodactylus lilianae (Figuras 4-15) foi descrita primeiramente por este
trabalho (BOEGER et al., 2016) sendo isolada em juvenis de Rhamdia quelen
provenientes da piscicultura Barragem do Chasqueiro, Pelotas, RS, Brasil. A
identificagcdo de espécies de Gyrodactylus pode ser feita pela sua morfologia,
observando os individuos vivos ou fixados por meio de microscopia, enquanto a
identificagéo filogenética € realizada por meio de analise molecular (OIE, 2012). A
morfologia da espécie foi estudada com espécimes do parasito através da
montagem de laminas. Parte corada em tricromico de Gomori para observagao de
partes moles, e parte clarificada em Hoyer para observagdo das estruturas
esclerotizadas (HUMANSON, 1979). Na descri¢do o holotipo foi desenhado (Figuras
4, 5). As estruturas de importancia na descrigdo igualmente foram desenhadas e
medidas o haptor (Fig. 6), ganchos (Fig. 7), 6érgado copulador masculino (Fig. 8 e 9),
germario (Fig. 10) e faringe (Fig. 11). A descricdo detalhada dessa espécie encontra-
se no artigo Boeger et al. (2016) (ANEXO).

G. lilianae é vivipara, ou seja, um ectoparasito poliembridnico (Figura 12).
Esta caracteristica reprodutiva desses monogenéticos originou o nome popular

“Russian dools” ou “boneca russa” em alusdo as bonecas tradicionais russas; onde
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bonecas de tamanhos decrescentes sdo colocadas uma dentro da outra (BAKKE et
al., 2007). O primeiro embrido contém em seu utero um segundo embrido, o qual
inclui um terceiro embrido, podendo atingir até quatro gerag¢des, uma dentro da
outra. Essa hiperviviparidade e a capacidade de alterar entre a reprodugao sexuada
e assexuada permite um crescimento populacional exponencial em um curto periodo
de tempo (CABLE; HARRIS, 2002).

Os peixes infestados apresentavam o parasito nas nadadeiras, barbilhdes
(Figura 13), pele (Figura 14), branquias, olhos e cavidades corporais. Os parasitos
também foram capazes de infestar peixes de diferentes faixas etarias. Entretanto, a
infestacdo demonstrou ser mais severa em juvenis de R. quelen que, ao
apresentarem intensidade de infestacdo (Bush et al., 1997) em torno de 300
parasitos/peixe, demonstraram alteracbes comportamentais como: perda do apetite,
natacdo com choque na parede dos tanques e procura do aerador ou superficie da
agua. Essa movimentagdo dos juvenis frequentemente resultava em lesbdes na
cavidade bucal (Figura 15). Significativo aumento na produgédo de muco é facilmente
evidenciado pelo acumulo deste nas paredes dos tanques, sendo que estas
alteracdes ja foram descritas para infecgbes de outras espécies de Gyrodactylus
(ESTEBAN, 2012).

No desenvolvimento da infecgdo, O0s peixes comecaram a apresentar
auséncia dos barbilhdes, diminuigdo no tamanho das nadadeiras e lesées na derme,
devido as agressdes do parasito no peixe e o comportamento dos juvenis ao chocar-
se contra as paredes do aquario (Figura 15). As alteragbes comportamentais da
girodactilose ocasionada por G. lilianae sao semelhantes as causadas por outros
parasitos do género (VAN OOSTERHOUT; HARRIS; CABLE, 2003; OIE 2012).

Rhamdia quelen altamente parasitados (1000-2500 parasitos/peixe)
apresentaram mortalidade de 36,5 + 0,71% nos primeiros 30 dias de infeccéo, sendo
excluidas outras possiveis causas como outras espécies de parasitos e bactérias,
através de analises microscépicas e microbiolégicas. Entretanto, no decorrer da
parasitose ficam mais propensos a coinfecgdes pelo protozoario Ichthyophthirius
muiltifiliis e bactérias Aeromonas hidrophyla, resultando em um aumento da taxa de
mortalidade (BOEGER et al., 2016).
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Figura 4 — llustracdo de Gyrodactylus lilianae. 1. Holdtipo (ventral). 2. Orgao
copulador masculino. 3. Haptor (ventral). 4. Gancho. 5. Ancora

Fonte: Arquivo pessoal. Arte grafica: Walter Anténio Boeger.
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Figura 5 — Gyrodactylus lilianae (ventral) A: holdtipo corado com Tricrobmio de
Gomori; B: clarificado com Hoyer, barra = 50 ym

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 6 — Haptor clarificado com Hoyer de G. lilianae, barra = 10 ym

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7 — Ganchos de Gyrodactylus lilianae em diferentes preparagoes clarificadas
com Hoyer, barra = 10 ym

Fonte: Arquivo pessoal.



37

Figura 8 — Detalhe do 6rgao copulador masculino de Gyrodactylus lilianae, vista
frontal, clarificado com Hoyer, barra = 50 ym

pulador masculino

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 9 — Detalhes do 6rgao copulador masculino de Gyrodactylus lilianae, vista
frontal: A, B, C e D; vista lateral: E e F; A: Corado com Tricrébmio de Gomori,
B,C,D,E,F: Clarificado com Hoyer, barra =1 ym

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 10 — Detalhe do germario de Gyrodactylus lilianae, A: com Tricrdmio de
Gomori e B: corado clarificado com Hoyer, barra = 10 um

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 11 — Detalhe dos bulbos da faringe de Gyrodactylus lilianae, clarificado com
Hoyer, barra = 10 ym

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 12 — Gyrodactylus lilianae gravido, detalhes mostrando os ganchos do
primeiro e segundo embrides, clarificado com Hoyer, barra = 50 um

Primeiro embrido

- x
Segundo embriao ~

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 13 — Gyrodactylus lilianae fixos em barbilhdo de R. quelen (A) e livres (B),
barra = 400 uym

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 14 — Juvenil de Rhamdia quelen altamente parasitado com G. lilianae, com
lesGes na derme (aumento de 4 x)

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 15 — Juvenis de Rhamdia quelen altamente parasitados com G. lilianae. (A)
Debilitado com lesbes na cavidade bucal e auséncia de barbilhdes. (B) Debilitado
com lesdes e pontos necréticos na cavidade bucal, nadadeiras e cauda. (C) Morto
em decorréncia da girodactilose (lesdes na cavidade bucal, auséncia de barbilhdes e
areas despigmentadas na pele)

B C - =3
- - :
, , Y
A} %, B _.,
\ ; :

. |

Fonte: Arquivo pessoal.
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1.3.1.2 Tratamentos convencionais da girodactilose

A prevencao da girodactilose é a mais importante forma de controle desta
parasitose, uma vez que os tratamentos existentes sdo de baixa eficacia,
dispendiosos e nem sempre seguros para o hospedeiro ou para o manipulador
(SCHELKLE et al., 2009). O tratamento de infec¢gées causadas por girodactilideos
pode ser dividido em diferentes formas de controle: 1) mecanico, 2) biolégico e 3)
quimico.

O controle mecanico pode ser realizado através de sistemas de filtracao de
agua (WHITTINGTON; CHISHOLM, 2008), alteragdes na temperatura da agua dos
viveiros (JANSEN; BAKKE, 1991; BAKKE et al.,, 2007) e remog¢ao manual dos
parasitos (SCHELKLE et al., 2009). Esse tipo de controle acaba se limitando a
escala laboratorial e aos sistemas de cultivo de peixes ornamentais domésticos
(WHITTINGTON; CHISHOLM, 2008).

O controle bioldgico consiste na introdugao de espécies de peixes predadores
dos peixes parasitados, resultando na eliminagdo das espécies suscetiveis ao
parasito (WHITTINGTON; CHISHOLM, 2008). O tratamento de parasitoses
causadas por Gyrodactylus salaris, espécie mais estudada do género, € dificil,
sendo que estratégias drasticas ja foram tomadas na Noruega, como o exterminio
de peixes suscetiveis ao parasito em rios, utilizando-se rotenona. A rotenona € um
produto natural, pertencente a classe dos flavonoides que derivam de cadeias de
poliacetato e do acido chiquimico. A rotenona é rapidamente absorvida pelo epitélio
branquial e inibe a fosforilagdo oxidativa, ocasionando a morte do animal. Peixes
expostos podem ter intoxicagao revertida ao serem transferidos para agua isenta de
rotenona (FAJT; GRIZZLE, 1998; WHITTINGTON; CHISHOLM, 2008; DAVIDSEN
et al., 2013).

O controle quimico pode utilizar a via de administragao topica (substancias
aplicadas diretamente na agua, através de banho) ou por via oral, entdo adicionada
a alimentagdo dos peixes (ragdo). Ambas vias de administracdo apresentam
desvantagens: a aplicagdo topica exige a manipulacdo dos peixes e o produto
utilizado pode ser um contaminante da agua (SCHOLZ, 1999; SCHELKLE et al.,
2009). Ja a via oral ndo permite o controle exato da dose ingerida por cada peixe, ja
que geralmente na girodactilose os peixes perdem o apetite (VAN OOSTERHOUT
et al., 2003; OIE, 2012; BOEGER et al., 2016). Além disso, alguns farmacos podem
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ser ineficazes por via oral quando inibem o apetite ou entdo pelas suas
caracteristicas farmacocinéticas (SANTAMARINA et al, 1991; TOJO;
SANTAMARINA, 1998).

Especificamente para a patologia ocasionada para G. lilianae, ainda n&o sao
relatadas opcdes de tratamento, uma vez que este trabalho apresenta o primeiro
relato desta espécie. Para o tratamento tépico de girodactiloses geralmente é
preconizado o formaldeido (1:4000) para banhos de curta duragdo (uma hora)
(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002). Este desinfetante também pode ser
utilizado para o tratamento de parasitoses em peixes marinhos ou de estuario
(PAHOR-FILHO; MIRANDA-FILHO; PEREIRA-JUNIOR, 2012). Em experimentos
laboratoriais (dados n&o publicados) G. lilianae se mostrou suscetivel ao
formaldeido, para o tratamento de juvenis de R. quelen com cargas parasitarias que
variaram de um a 1000 parasitos/peixe. Entretanto, o formaldeido ndo pode ser
empregado no cultivo organico (BRASIL, 2011) e o seu uso em escala comercial
pode causar severos danos ao meio ambiente e ao manipulador (SRIVASTAVA et
al., 2004; ROWLAND et al., 2009).

Alternativas de tratamento para girodactilose consistem em banhos com
cloreto de sédio (para animais de agua doce) ou banhos com agua sem cloreto de
sédio (animais marinhos). No geral, banhos de curta duragdo (15 minutos) com
concentragdes de 25 g L™ para adultos de Poecilia reticulata e 5 minutos na mesma
concentragdo para peixes juvenis permite a remogao de 100% de G. turnbulli ou
72% de G. bullatarudis (SCHELKLE; DOETJES; CABLE, 2011). O cloreto de sddio
atua causando um desequilibrio osmoético no parasito (BAKKE et al., 2007).
Entretanto, G. salinae ja demonstrou apresentar capacidade de adaptacdo a
diferentes salinidades (PALLADINI et al., 2011).

Para uso tépico, Poléo et al. (2004) verificaram que concentragdes de 200 pg
L' de aluminio e 400 ug L' de zinco mantidas constantes por trés dias
apresentaram eficacia de 100% contra G. salaris. Estas concentragdes sao bem
toleradas por hospedeiros salmonideos. A adicdo destes compostos que sao
tolerados pelos peixes e eliminam o parasito € uma alternativa para o tratamento da
parasitose em rios (POLEO et al., 2004; GUO; WOO, 2009). Entretanto, o aluminio
aquoso reage em meio acidificado ou na presenga de moléculas organicas, tornando
o AI®*, biodisponivel a interagdes que podem induzir aberragbes patofisiologicas em

humanos, principalmente as doengas neurodegenerativas (Doenga de Alzheimer)
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(SALIFOGLOU, 2002; CAITO; ASCHNER, 2015), além disso, podem ocasionar
danos ambientais.

O perdxido de hidrogénio no estudo de Rach et al. (2000) ja apresentou
eficacia de 100% na eliminagdo de Gyrodactylus sp. em juvenis de Oncorhynchus
mykiss, em um protocolo de administracdo de banhos de 30 minutos, com trés
repeticdes em dias alternados, para as concentragdes de 170, 280 e 580 mg L. No
estudo de Bowker et al. (2012), com adultos de O. mykiss naturalmente infectados
com G. salmonis, foi utilizada a concentragdo de 50 mg L-' em banhos estaticos com
duracdo de 30 minutos/dia em dias alternados, com o total de trés banhos,
reduzindo significantemente o numero de parasitos/peixe comparado ao grupo
controle. No entanto, a exposicdo a concentragdes de 300 mg L' por 10 minutos ao
peréxido de hidrogénio pode causar alteragcbes nos parametros sanguineos (pH,
lactato e osmolalidade) em peixes (MANSELL et al., 2005). O percarbonato de sédio
(composto que libera peréxido de hidrogénio) foi testado frente a G. derjavini em O.
mykiss e apos 18 h de exposigao a concentragdes de 80 mg L' ou superiores, todos
os parasitos foram erradicados (BUCHMANN; KRISTENSSON, 2003).

O bitionol, um antiparasitario de uso veterinario e, em um estudo laboratorial,
demonstrou ser 100% efetivo na concentragdo de 20 mg L' em banho por 3 horas
contra G. salaris em O. mykiss, sem apresentar sinais de toxicidade minusculas
(SANTAMARINA et al.,, 1991). Entretanto quando administrado via oral na
concentragédo de 40 g kg de ragéo pelo periodo de 10 dias na mesma espécie de
peixe, ndo foi efetivo (TOJO; SANTAMARINA, 1998). Esse antiparasitario parece
possuir a capacidade de lesionar o tegumento de parasitos (HAMAJIMA et al.,
1971), desacoplar o transporte de elétrons (REW, 1978), agir sobre a cadeia
respiratéria mitocondrial (IGLESIAS etal., 2002) e auxiliar na supressdo de
adenosina-5'-trifosfato (ATP) (HARDER, 2002).

Outro farmaco o closantel € um antihelmintico que também atua descoplando
o transporte de elétrons da cadeia respiratéoria mitocondrial (SKUCE;
FAIRWEATHER, 1990). Demonstrou-se muito eficaz contra G. salaris quando
administrado em banhos de 3 horas de duragdo na concentragdo 0,25 mg L'
(SANTAMARINA et al., 1991).

O mebendazol pertence ao grupo dos benzimidazois, que atuam inibindo a
polimerizagcao dos microtubulos ao unir-se a B-tubulina, e possui um amplo espectro
anti-helmintico (MARTIN, 1997; MARTIN et al., 2014), apresentou eficacia na
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eliminagdo de G. elegans em Carassius auratus na concentragdo de 0,1 mg L', em
um banho de 24 horas. Entretanto, causou mortalidade nos peixes (GOVEN;
AMEND, 1982). No estudo de Tojo e Santamarina (1992), a adicdo do mebendazol
na ragao (40 g kg™') ndo foi capaz eliminar Gyrodactylus sp. em O. mykiss.

O levamisol, um dos representantes da classe de derivados sintéticos do
imidazotiazoil, apresentou capacidade de eliminar completamente G. turnbulli em
Poecilia reticulata, com o protocolo de tratamento de banho de 0,01 mL mL"' em 24
horas (SCHELKLE et al., 2013). O levamisol atua seletivamente nos receptores
nicotinicos da acetilcolina (nNAChR) na jungdo neuromuscular dos parasitos,
produzindo despolarizagao e paralisia espastica (MARTIN; ROBERTSON, 2007).

Outros farmacos ja foram testados na forma de banhos contra a girodactilose
como: ivermectina, niclofolan (SANTAMARINA et al., 1991), albendazol, fenbendazol
(TOJO et al.,, 1992), mebendazol e niclosamida (TOJO; SANTAMARINA, 1998).
Entretanto, estes ndo apresentaram eficacia de 100% in vivo e/ou produziram
mortalidade do hospedeiro.

Até o momento, nao existem vacinas disponiveis para controle da
girodactilose. Métodos de controle baseiam-se na prevengdo da exposicdo ao
parasito, através da implementacao de politicas de controle e ado¢ao de medidas de
biosseguranga (OIE, 2012).

1.3.1.3 Tratamentos com extratos vegetais para girodactilose

Na ultima década, o numero de publicagbes avaliando extratos vegetais com
possivel uso no tratamento de doencas parasitarias na aquicultura tem aumentado
(REVERTER et al., 2014; VALADAO; GALLANI; PILARSKI, 2015). Segundo os
portais de busca de patentes (ORBIT, Esp@cenet, WIPO, INPI, USPTO)
apresentaram produtos fitoterapicos para o tratamento da girodactilose com dleos
essenciais das seguintes espécies vegetais: Pimenta racemosa (EP2461698,
CA2769615A1, CA2769615C, EP2461698A1,US20120276227, WO2011015668A1),
Melaleuca alternifolia (WO1998000025A1, WO02002069989A2, W0O2008010188A2
W02007122619), Melaleuca cajuputi (EP2461698B1), Ocimum americanum
(BR1020150165986), Aloysia gratissima (BR1020150165978) e Nectandra
megapotamica (BR1020150165994). Esses trés ultimos produtos foram
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa LABEVE/UFSM (Laboratério de Extrativos
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Vegetais). O produto obtido a partir do 6leo essencial (OE) de A. gratissima tem
seus dados experimentais relatados neste trabalho, no artigo 1. Ja os dados
experimentais do produto obtido a partir do OE de N. megapotamica estao descritos
no artigo 2.

Além dos produtos obtidos a partir de 6leos essenciais (OEs), outros tipos de
extrato podem ser empregados para o desenvolvimento de produtos para tratamento
da girodactilose. Por exemplo, o extrato etandlico liquido de sementes de
Cynanchum komarovii também ja foi patenteado (CN1739359), sendo indicado seu
uso apos diluicdo (1:1000) por pulverizagao nos tanques de peixes, na concentragao
de 0,5uL L.

No momento ha dois produtos comerciais, Melafix® e Pimafix®, que nido sio
comercializados no Brasil, mas que possuem indicagao principal para o tratamento
de doencas bacterianas e fungicas, principalmente para cultivo de espécies de
peixes ornamentais. Estes produtos foram avaliados por Schelkle et al. (2015) para o
tratamento da girodactilose causada pelo Gyrodactylus turnbulli em Poecilia
reticulata. O Melafix® é formulado com o OE de Melaleuca cajuputi e um
emulsionante, o Crovol PK 70. A concentragdo de 132 uL L' adicionada a agua por
um periodo de sete dias de exposigdo resulta numa eficacia antiparasitaria de
65,2%. Pimafix®, que é constituido do OE de Pimenta racemosa e Crovol PK 70, na
concentragdo de 132 uL L' apresenta eficacia antiparasitaria de 32%. O uso
concomitante de Melafix® e Pimafix® numa concentragéo de 132 uL L' (cada) atinge
eficacia de 95%. No entanto, o agente emulsionante quando avaliado nas
concentragbes presentes nos dois produtos também se mostrou efetivo, o que
demonstra que a atividade do Melafix® e Pimafix® ndo podem ser atribuidas apenas
aos OEs das formulagdes. Outros estudos demonstraram que os Oleos essenciais
de Lippia alba, Lippia sidoides e Mentha piperita também apresentam atividade
antiparasitaria frente a monogenéticos (SOARES et al., 2016; HASHIMOTO et al.,
2016).

Produtos derivados do alho (Allium sativum) também ja foram avaliados e
apresentaram atividade contra Gyrodactylus turnbulli, in vitro, reduzindo
significativamente o tempo médio de sobrevivéncia do parasito, de 13 h para <1 h. O
alho na forma de liofilizado em pé (1 mg mL') e na forma de granulado
(0,03 mg mL'") apresentaram eficacia semelhante ao levamisol (0,2 mg mL™")
(SCHELKLE et al., 2013).
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1.3.2 Ichthyophthirius multifiliis

Ichthyophthirius muiltifilis € um protozoario ciliado, provavelmente o parasito
mais comum e importante em peixes teledésteos de agua doce. Possui uma
distribuicdo geografica mundial e é responsavel por muitas perdas econémicas no
cultivo de peixes, uma vez que a parasitose apresenta altas taxas de morbidade e
mortalidade. Representa assim, uma ameaca significativa para o crescimento da
industria da aquicultura em todo o mundo (MATTHEWS, 2005; GARCIA et al., 2007;
HANSON et al., 2008; CASSIDY-HANLEY et al., 2011; COYNE et al., 2011;
FORWOOD et al., 2015).

Rhamdia quelen é muito suscetivel a infestagdes por I. muiltifiliis, parasito de
ciclo de vida direto ou monoxénico, ou seja, sem hospedeiros intermediarios,
apresentando as fases: teronte, trofonte, tomonte e tomito (Figura 16). Na fase
trofonte (infectante), o parasito se aloja entre a derme e a epiderme da pele e
branquias de peixes, provocando a ictioftiriase (popularmente conhecida como
doenga dos pontos brancos, ictio ou “ich”) (Figura 17). Neste periodo, o trofonte se
alimenta de secregdes, fragmentos de células epidérmicas e sangue do hospedeiro,
podendo atingir centenas de microns de didmetro, ficando assim, o trofonte visivel a
olho nu (origem do nome popular “doenga dos pontos brancos”). Terminado o seu
desenvolvimento, que pode levar entre quatro a sete dias, o parasito, ja4 na fase
tomonte, perfura a pele do peixe para atingir o meio externo, podendo nadar por um
breve periodo de tempo, até encontrar um substrato inerte onde se adere. Nesse
momento inicia o desenvolvimento de uma capsula gelatinosa, dentro da qual passa
por inumeras divisdes podendo dar origem de 100-1000 tomitos, que se diferenciam
em terontes infeciosos em um prazo de tempo que pode variar de 18 a 24 horas em
temperatura ambiente e se estes ndo infestarem um hospedeiro, morrem. A saida do
parasito (tomonte) do peixe causa lesdo na pele do hospedeiro, tornando-o
vulneravel a infecgdes secundarias ocasionadas por fungos, bactérias e virus, que o
debilitam ainda mais (MATTHEWS, 2005; CASSIDY-HANLEY et al., 2011; COYNE
et al., 2011; SHINN et al., 2012). Cada isolado de . muiltifilis tem variacbes no
tempo de ciclo de vida (duragdo e tamanho de cada fase, bem como o numero de
terontes originado a partir de um tomonte) dependendo da sua origem geogréfica,

uma vez que sofre a influéncia de diferentes fatores abidticos, a exemplo das
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condigbes de agua, tais como temperatura e salinidade (ELSAYED et al., 2006;
FORWOOQOD et al., 2015).

Em casos de infestagbes severas, as mortes ocorrem principalmente por
comprometimento respiratério (WEI et al., 2013). Lesdes microscdpicas como
ulceras e necrose de tegumento e branquias, associadas a severa resposta
inflamatoria s&o comumente descritas nesta enfermidade (MATTHEWS, 2005;
ELSAYED et al., 2006; WEI et al., 2013). Quando a parasitose ndo é tratada, os
juvenis morrem em poucos dias, uma vez que seu sistema imunoldgico é imaturo
(KIRKAN et al., 2003; GARCIA et al.,, 2007; COYNE et al., 2011; ZHANG et al.,
2013).

Figura 16 — Ciclo de vida do Ichthyophthirius multifiliis

Tomito __ « - 3
/ | | Teronte 4
‘ Tomonte /

Fonte: Adaptado de Coyne et al., (2011).

Trofonte
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Figura 17 — Juvenil de Rhamdia quelen com ictioftiriase

Fonte: Arquivo pessoal.

1.3.2.1 Tratamentos convencionais para ictiofitiriase

O tratamento da ictiofitiriase em viveiros € extremamente dificil, uma vez que
os parasitos localizados sob o epitélio do hospedeiro (trofonte) e aqueles protegidos
dentro do cisto de protecao secretado pelo tomonte sofrem pouca ou nehuma acgao
dos farmacos administrados. Assim, a fase infectante (teronte) geralmente é a unica
suscetivel ao tratamento farmacoldgico. Desta forma diferentes estratégias de
controle podem ser empregadas: 1) quimico, 2) mecanico e 3) biolégico (PADUA et
al., 2012; PICON-CAMACHO et al., 2012a).

Atualmente, ndo existe um tratamento quimioterapéutico capaz de tratar a
ictioftiriase de modo efetivo e economicamente viavel (ZHANG et al., 2013). Um dos
principais quimioterapicos utilizados por décadas no tratamento da ictiofitiriase € o
verde malaquita, que é altamente eficiente, tem um baixo custo, porém foi banido em
diversos paises da Europa e em outros continentes por seu impacto sobre a saude
dos humanos (SRIVASTAVA et al., 2004; ROWLAND et al., 2009; Yl et al., 2012). O
verde de malaquita (trifeniimetano) e a mistura de verde de malaquita e formalina
sdo as opgdes que se mostram mais efetivas (BUCHMANN et al., 2003; YI et al.,

2012). O verde de malaquita e seus derivados sao conhecidos por serem altamente
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persistentes no meio ambiente, bio-acumulando nos ecossistemas e tecidos de
peixes (HENDERSON et al., 1997). A principal vantagem na utilizacdo destes
compostos € que eles atuam sobre todas as fases da vida de [ multifilis
(BUCHMANN et al., 2003).

O formaldeido atua sobre formas de vida livre de [ multifilis sendo
empregado na forma de banhos (30-60 minutos) na concentragdo de 100 mg L,
sendo necessarios diversos banhos em dias consecutivos para apresentar boa
efetividade (SHINN; TAYLOR; WOOTTEN, 2005; LAHNSTEINER; WEISMANN,
2007; HEINECKE; BUCHMANN, 2009). Além disso, estimula a diminuigdo na
producdo de muco em algumas espécies de peixes, previnindo infecgbes
secundarias por bactérias (BUCHMANN; BRESCIANI; JAPPE, 2004). E rapidamente
metabolizado por organismos aquaticos e apresenta baixa bioacumulagao,
entretanto, devido ao seu pontencial cancerigeno para humanos o seu uso foi
banido (HOHREITER; RIGG, 2001; WHO, 2006). O jundia apresenta alta
sensibilidade a esta substincia, que quando utilizada na forma de formalina
comercial concentragbes de 0,2 mL L' causa mortalidade logo apds o primeiro
banho (CARNEIRO et al., 2005; CARNEIRO; CIRIO; SCHORER, 2006).

O cloreto de sdédio € considerado um dos principais produtos utilizados no
tratamento da ictioftiriase, pois, atua desidratando os tomontes e terontes diminuindo
a sua sobrevivéncia (AIHUA; BUCHMANN, 2001; SHINN et al., 2005). Além disso,
contribui para a regulagdo osmodtica dos peixes debilitados pela parasitose
(LAHNSTEINER; WEISMANN, 2007). Rhamdia quelen tolera concentra¢des de até
10 g L' de cloreto de sodio (MARCHIORI; BALDISSEROTTO, 1999) o que favorece
a sua administragdo na dieta animal (GARCIA et al., 2007) e na forma de banhos
que parecem ser mais efetivos, podendo ser empregadas baixas concentragdes (1-5
g L") em banhos de longa duragéo (dias) ou altas concentragbes (15-20 g L™') em
curtos periodos de tempo (20-60 minutos) (MIRON et al.,, 2003; LAHNSTEINER,;
WEISMANN, 2007; BALTA; KAYIS; ALTINOK, 2008). Embora o custo econémico do
tratamento n&o seja demasiado caro, 0 emprego desta substéncia € mais limitado a
cultivos ornamentais e laboratoriais, devido aos impactos na agua que podem torna-
la impropria para a agricultura (CARNEIRO et al., 2005; GHEIY; DIAS; LACERDA,
2010).

O sulfato de cobre, utilizado como algicida, também apresenta efetividade
para o tratamento da ictioftiriase (LING; SIMB; LAMB, 1993; STRAUS et al., 2009;
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FARMER et al., 2013). Uma concentragao de 0,63 mg L™, utilizada através de banho
por 192 horas, apresentou eficacia muito semelhante ao verde de malaquita para o
tratamento de juvenis de jundia (CARNEIRO et al., 2005).

Outro algicida muito utilizado, o permanganato de potassio, também é
empregado no tratamento de parasitoses (STRAUS; GRIFFIN, 2002; RINTAMAKI-
KINNUNEN et al., 2005ab). Contudo, para o tratamento da ictiofitiriase em jundias a
concentragédo de 1,3 mg L, utilizada em um banho estatico de 192 horas, resultou
em um aumento no numero de trofontes e alta mortalidade, sugerindo a baixa
efetividade dessa substancia para esta espécie de peixe (CARNEIRO et al., 2005).

Outras substancias quimicas que ja foram estudadas como alternativas de
tratamento e se mostraram efetivas foram perdoxido de hidrogénio (LAHNSTEINER;
WEISMANN, 2007), cloramina-T (RINTAMAKI-KINNUNEN et al., 2005ab),
metronidazol (TOJO; SANTAMARINA, 2001; TOKSEN; NEMLI, 2010), acido
peracético (STRAUS; MEINELT, 2009; SUDOVA et al., 2010), bronopol (SHINN
etal., 2012; PICON-CAMACHO et al., 2012b), doxiciclina e toltrazuril (ABDEL-
HAFEZ; LAHNSTEINER; MANSOUR, 2014). Porém, estas substancias sao viaveis
apenas para utilizagdo laboratorial, j@ que seu uso em tanques de cultivo poderia
resultar em sérios prejuizos ao meio ambiente e custos elevados ao produtor, além
de algumas serem altamente prejudiciais a saude humana (CARNEIRO et al., 2005;
WHO, 2006).

Picon-Camacho et al. (2012a) revisaram 116 compostos aplicados para
controle de I. muiltifilis desde 1980, sendo que destes, 81 foram testados apenas in
vivo (43 na forma de tratamento por banhos e 51 adicionados a ragao). Além disso,
a grande maioria € de origem sintética, altamente indesejavel para uso em cursos de
agua, o que pode justificar a escassez de produtos comerciais, apesar dos inumeros
estudos ja publicados.

Para o tratamento mecanico, podem ser empregados filtros de baixa
micragem nos sistemas de entrada e saida de agua dos tanques, além do uso de
ldmpadas ultravioleta e/ou eletroterapia (FARLEY; HECKMANN, 1980), que sé&o
efetivas para a fase de tomonte (PADUA et al., 2012). Ja nos cultivos laboratoriais e
domésticos, a elevagdo da temperatura da agua dos aquarios também favorece o
tratamento da ictiofitiriase (BODENSTEINER et al., 2000; CARNEIRO et al., 2005;
SHINN et al., 2009).
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Filtros biolégicos com o emprego de macréfitas aquaticas na agua de
abastecimento e saida promovem uma limpeza das formas de vida livre do parasito.
Entretanto, as macrofitas podem também atuar como substrato, sendo necessario o
emprego concomitante de radiacéo ultravioleta (PADUA et al., 2012).

Apesar de intervengbes ndo-medicamentosas ou medicamentosas, peixes
expostos a infecgdes por . multifiliis podem adquirir uma imunidade protetora, que
pode durar de alguns meses a um ano, o que estimula o desenvolvimento de
vacinas. No entanto, esbarram na dificuldade de se produzir antigenos em larga
escala pelos métodos tradicionais, uma vez que os trofontes s&o parasitos
obrigatérios e ndo se desenvolvem em meios de culturas convencionais. Assim, uma
altenativa é a utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante (BURKART; CLARK;
DICKERSON, 1990; MATTHEWS, 2005; SOMMERSET et al., 2005; PICON-
CAMACHO et al., 2012a; DICKERSON; FINDLY, 2014).

Pela dificuldade de tratamento da ictiofitiriase, a adocdo de praticas
criteriosas de desinfeccao de instrumentos utilizados na rotina da piscicultura, bem
como a antissepsia das maos dos funcionarios que entram em contato com os
cultivos devem ser observadas. Esses procedimentos preventivos devem ser aliados
a quarentenas, avaliacdo periodica do plantel e o monitoramento da qualidade da
4gua, uma vez que sdo medidas que garantem a sanidade dos peixes (PADUA
et al., 2012).

1.3.2.2 Tratamentos com extratos vegetais para ictiofitiriase

A dificuldade de tratamento da ictiofitiriase com farmacos convencionais tem
estimulado a pesquisa de alternativas empregando extratos vegetais. Os extratos
vegetais podem ser utilizados incorporados a alimentagéo ou entdo através da sua
adicdo & agua (banhos) (TAVECHIO et al., 2009; PICON-CAMACHO et al., 2012a;
REVERTER et al., 2014). No Brasil existe uma patente registrada para o tratamento
de Ichthyophthirius sp. (Pl 0922458-0), sendo o produto obtido a partir de extratos
purificados de clorofila, todavia ndo existem produtos fitoterapicos comercializados
especificamente para esta finalidade.

Alguns novos tratamentos propostos envolvem o uso de extratos de plantas
tais como as de alho, Allium sativum L., que demonstraram ser eficazes contra

tomontes nas concentragdes de 117 mg L' e 570 mg L' apds 24 horas de teste
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in vitro (BUCHMANN et al., 2003). No entanto, quando incorporados na ragao e
testados in vivo, estes extratos ndo conseguiram reduzir significativamente os niveis
de infeccdo quando em comparacdo com grupos controle (PICON-CAMACHO et al.,
2012a).

Apoés estudo com 30 plantas medicinais, Yi et al. (2012) concluiram que os
extratos metandlicos de Magnolia officinalis e Sophora alopecuroides apresentam
alta atividade antiprotozoaria contra terontes, com concentragao letal (CLso em 4h)
estimada em 2,45 e 3,43 mg L™, respectivamente. Ainda, 20 mg L' do extrato de M.
officinalis resultou em 100% de mortalidade dos tomontes apds 20 horas de
exposi¢cao; a mesma taxa de mortalidade foi observada para a concentragédo de 320
mg L' do extrato de de S. alopecuroides. O extrato aquoso de Capsicum frutescens
administrado em banhos com duracdo de 4 horas também é capaz de reduzir a
prevaléncia da parasitose (LING et al., 2012).

Substancias isoladas de extratos vegetais também ja apresentaram atividade
antiparasitaria in vivo. A sanguinarina isolada de Macleaya cordata na concentragéo
de 0,9 mg L' (banho de 48 h) apresentou eficacia de 96,8% comparada com o grupo
nao tratado de Carassius auratus (YAO et al., 2010). Da espécie de Macleaya
microcarpa foram isoladas a di-hidrosanguinarina e a di-hidrocheleritrina que
utilizadas em banhos de 48 h, no hospedeiro Squaliobarbus curriculus,
apresentaram CEso de 5,18 mg L' e 9,43 mg L', respectivamente. De Toddalia
asiatica foram isoladas cheleritrina e cloroxilonina, que nas concentracdes de 1,8 m
L-" e 8 mg L, respectivamente, administradas na forma de banho com duragdo de
72 horas, reduziram a prevaléncia da parasitose em Carassius auratus (XIAO-FENG
et al,, 2014). Alguns trabalhos com Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia
(VALLADAO et al., 2016) e Lippia alba (SOARES et al., 2016) demonstraram a
capacidade de reduzir o parasitismo e aumentar a sobrevivéncia de peixes com

ictiofitiriase.

1.4 OLEOS ESSENCIAIS NA AQUICULTURA

Oleos essenciais sdo0 misturas complexas de constituintes volateis naturais,
lipofilicas e liquidas a temperatura ambiente, caracterizadas por um odor intenso,
sendo sintetizados por plantas aromaticas. Como também ocorre com outros

metabdlitos secundarios na natureza, os O6leos volateis desempenham um
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importante papel na protegdo das plantas, atuando como antibacterianos,
antifungicos, inseticidas e repelentes frente a herbivoros (BAKKALI et al., 2008;
SIMOES:; SPITZER, 2004). Por apresentarem atividades biolégicas variadas e por
suas caracteristicas fisicas e organolépticas, sdo empregados industrialmente em
géneros alimenticios, medicamentos, cosméticos, perfumes e produtos de limpeza e
higiene, sendo também utilizados na aromaterapia (PAULI, 2001).

Os terpenoides aparecem nas plantas como constituintes principais dos 6leos
essenciais. Os constituintes mais frequentes dessa classe nos 6leos essenciais sao
os monoterpenoides (cerca de 90% dos Oleos volateis) e os sesquiterpenoides.
Também podem estar presentes diterpenoides, juntamente com uma variedade de
hidrocarbonetos alifaticos (lineares, ramificados, saturados e insaturados), acidos,
alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos, lactonas e ainda excepcionalmente, substancias
com nitrogénio e enxofre, cumarinas e homologos, bem como fenilpropanoides
(DORMAN; DEANS, 2000; BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os 6leos essenciais podem ser encontrados na maioria das vezes em todos
os oOrgaos vegetais (folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, cascas ou sementes),
sendo secretados e armazenados em estruturas especializadas como tricomas
glandulares, células parenquimaticas diferenciadas e canais oleiferos. A produgéo
de dleos essenciais ocorre em espeécies de varias familias vegetais, dentre elas
Lauraceae e Verbenaceae (SIMOES; SPITZER, 2004; HENRIQUES et al., 2007).

A composicao quimica dos 6leos bem como o rendimento obtido s&o
determinados por fatores exdgenos (localizagdo geografica, época da coleta, forma
de cultivo, condi¢des climaticas, periodo e condi¢des de armazenamento, métodos
extrativos) e fatores endoégenos (caracteristicas genéticas, anatémicas e fisioldgicas,
assim como o estagio de desenvolvimento do vegetal). A exposi¢cao prolongada aos
fatores exdgenos pode afetar os genes responsaveis pela produgcdo de seus
constituintes e levar a existéncia de quimiotipos ou ragas quimicas dentro de uma
mesma espécie (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; FIGUEIREDO et al., 2008; BARRA,
2009).

Varias técnicas podem ser utilizadas para extrair 6leos essenciais das plantas
aromaticas. Dentre elas, destacam-se a hidrodestilagdo, arraste de vapor, extracao
com solventes, expressao ou prensagem e extragao por fluido supercritico. O tipo de
extracao interfere quali e quantitativamente na constituicdo quimica do OE obtido e

também na estereoquimica das moléculas extraidas. Os OEs para uso na industria
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farmacéutica ou de alimentos s&o, preferencialmente, extraidos através de
destilagcao por arraste de vapor ou expressao (BAKKALI et al., 2008). Em laboratério,
a técnica mais utilizada é a hidrodestilagao, realizada com o auxilio de um aparelho
do tipo Clevenger (BRASIL, 2010).

Para os diferentes tipos de O6leos essenciais, foram realizados inumeros
estudos, sendo relatadas, além das atividades antiparasitarias (BAKKALI et al.,
2008; VAN VUUREN et al., 2010; ARAUJO et al., 2011; ELLSE; WALL, 2014), as
atividades repelente, inseticida (MENDONCA et al.,, 2005; LIU et al., 2006) e
antimicrobiana (DORMAN; DEANS, 2000; PONCE et al., 2003). Oleos essenciais
também apresentaram as atividades antioxidante (GARCEZ et al., 2009, HUI et al.,
2006), antiviral (KHAN et al., 2005), antifungica (SIMIC et al., 2004), acaricida
(MACCHIONI et al.,, 2006), antileishmaniose (UEDA-NAKAMURA et al., 2006),
anticancerigena (SYLVESTRE et al., 2006), entre outras.

Oleos essenciais também podem fornecer fitofarmacos. Neste caso, deve-se
considerar que para obter um produto farmacéutico a partir de um d6leo essencial,
além da seleg¢ao da planta, sdo necessarias varias etapas, tais como: obtencdo do
oleo essencial, purificagcdo e identificacdo dos constituintes quimicos e eventuais
modificagdes estruturais, a avaliacdo das correlagdes entre estrutura quimica e
atividades biologicas, estudos farmacoldgicos e toxicologicos, desenvolvimento de
metodologias analiticas e tecnolégicas (RATES, 2001; PEDROSA et al., 2001).

Os beneficios da utilizagao de dleos essenciais na aquicultura estao tendo um
destaque cada vez maior na literatura, que apresenta artigos recentes sobre seus
efeitos protetores contra substancias genotoxicas (KHALIL et al., 2011), para a
prevencdo do estresse durante os processos de manejo e transporte (BECKER
et al.,, 2012), para prevenir o estresse oxidativo resultante da hipdxia ou hiperéxia
(AZAMBUJA et al.,, 2011), como imunoestimulantes (CHAKRABORTY; HANCZ,
2011), entre outros. Sendo assim, os 0leos essenciais ou seus constituintes sdo uma
alternativa potencialmente promissora para o desenvolvimento de antiparasitarios
(SCHELKLE et al., 2015; TRAILOVIC et al., 2015; SOARES et al., 2016; VALLADAO
et al., 2016).
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1.5 ESPECIES VEGETAIS ESTUDADAS

1.5.1 Aloysia gratissima

Aloysia gratissima (Figura 18) pertence a familia Verbenaceae, que apresenta
cerca de 100 géneros e aproximadamente 2600 espécies de ervas, arbustos ou
pequenas arvores, as quais estao distribuidas principalmente em regides tropicais e
subtropicais. Espécies desta familia tém despertado interesse tanto pelo potencial
biolégico quanto pelo uso na medicina popular, principalmente os géneros Aloysia,
Lantana e Lippia (BONZANI et al., 1997; BARROSO et al., 2002).

Figura 18 — Aloysia gratissima (Gillies et Hook) Troncoso

Fonte: Simone Benovit.

7

O género Aloysia é constituido de aproximadamente trinta espécies de

arbustos com inflorescéncias aromaticas, conhecidas principalmente por seus 6leos
essenciais (HERNANDEZ et al., 2003). Aloysia gratissima (Gillies et Hook) Troncoso
(Verbenaceae) (Figura 18) é uma espécie nativa da América do Sul e tem como
sinbnimos Verbena gratissima Gillies & Hook.; Lippia gratissima (Gillies & Hook.) L.
D. Benson; L. lycioides (Cham.) Steud, entre outros (SALINEMA et al., 2012).

Conhecida popularmente como alfazema-brasileira, jurema, guarupa, “erva-de-
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nossa-senhora”, “erva-da-graga”, “erva-santa” e “lavanda brasileira” (BERSAN et al.,
2014) dentre outros, € um arbusto de até 3 m de altura, muito ramificado e
espinescente nos apices. O cultivo de A. gratissima ja foi objeto de estudos no que
se refere aos possiveis patdgenos associados a espécie (CORDO; DELOACH,
1995), as condigdes de sombreamento (PINTO et al., 2007), a propagagao sexuada
e assexuada (SANTOS et al., 2009), enraizamento de estacas (MOTA; ARAUJO,
2009), crescimento e biomassa (SANTOS et al., 2011) e suas variedades (MORONI
et al., 2015).

As folhas e inflorescéncias desta espécie sdo usadas no preparo de
expectorantes e sua principal descricao etnofarmacolégica relata o uso em afecgdes
pulmonares, gripes, dor de ouvido, codlicas em bebés, dores de cabecga e,
popularmente, para o tratamento de “problemas nos nervos” (ALICE et al., 1995;
PINTO et al.,, 2007; SOUZA; WIEST, 2007). Apenas as folhas sado popularmente
utilizadas como digestivos e antiespasmodicos (BERSAN et al., 2014). Além disso,
devido as propriedades aromaticas desta espécie, estima-se que ela esteja presente
em 1% das preparagdes a base de plantas comercializadas na Argentina (JULIANI
et al., 2004).

Extratos de A. gratissima obtidos com solventes de diferentes polaridades
demonstraram atividade inibitéria frente a bactérias causadoras de pneumonias em
animais e humanos (SOUZA; WIEST, 2007). O extrato aquoso de suas partes
aéreas, quando administrado por via oral, apresentou agado antidepressiva e efeitos
neuroprotetores em camundongos Swiss machos, mediados pela inibicdo do
sistema glutamatérgico e neuroprotecdo pela ativagado dos receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) e também, pelo envolvimento na via L-arginina-NO-GMPc (ZENI
et al., 2011). Zeni et al. (2013a) verificaram em ratos que a agao antidepressiva do
extrato aquoso, administrado via oral na dose de 10 mg/kg, é dependente da sua
interagdo com os sistemas receptores serotoninérgicos (5-HT1a e 5-HT2a / 2c),
adrenérgicos (a1 e az-adrenoceptores) e dopaminérgicos (D1 e D2). Farahani et al.
(2015) sugeriram que esta espécie vegetal possui potencial para o desenvolvimento
de novos antidepressivos.

O extrato aquoso obtido por decocgcao e uma tintura etandlica obtida por
maceragao a base de A. gratissima, ambas na concentragdo de 20% (massa de
partes aereas/volume de solvente), apresentaram efeito antiespasmoddico, em

experimento ex vivo em ratos. Ambos os extratos atuaram por mecanismo nao
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competitivo, inibindo a curva dose resposta da acetilcolina (ACh) e impedindo o
influxo de Ca*? no duodeno e ileo de ratos. O efeito maior da tintura é atribuido a
presenca dos flavonoides e constituintes de OEs (CONSOLINI et al., 2011). O
extrato aquoso obtido por decocgao apresenta compostos fendlicos e carotenoides,
cujas concentragdes variam conforme as estagdes do ano. Este extrato demonstrou
atividade antioxidante in vitro (CEso = concentragdo efetiva 50% de 1 mg mL™"). In
vivo apresenta a capacidade de diminuir a peroxidacao lipidica em cérebro de ratos
quando administrado por via oral e ndo apresenta toxicidade aguda até a dose de
2000 mg kg™' (ZENI et al., 2013b).

A analise fitoquimica de folhas de A. gratissima resultou no isolamento do a-
bisabolol, dos triterpenoides a-amirina e dos acidos betulinico, oleandlico e ursdlico,
dos flavonoides genkwanina; 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiapigenina; 5-hidroxi-7,3’,4’-
trimetoxiluteolina e rutina, além do caurano e de dois feniletanoides (verbascosideo
e arenariosideo). O extrato etandlico apresentou atividade antiedematogénica na
orelha de camundongos na dose de 5mg/orelha (SILVA et al., 2006; VANDRESEN
et al., 2010).

A obtengao do OE de A. gratissima por métodos distintos, a hidrodestilagao e
a extracédo por fluido supercritico (EFS-COz), foi estudada por Silva et al. (2007). Por
hidrodestilagdo os principais constituintes foram: E-pinocanfona (13,5-16,3%), B-
pineno (10,5-12,0%) e a-guaiol (6,6-8,7%). Na EFS, os principais compostos foram
guaiol (16,7%), B-cariofileno (9,2%) e germacreno D (8,6%). Ambos os extratos
apresentaram fraca atividade antioxidante.

Franco et al. (2007) determinaram como principais constituintes do OE obtido
das folhas de A. gratissima: E-pinocanfona (18,42%), acetato de E-pinocarvila
(13,55%) e B-pineno (14,06%). O OE apresentou atividade antimicrobiana sobre
Staphylococcus aureus, equivalente ao cloranfenicol. Ja no estudo de Santos et al.
(2013), o OE apresentou atividade contra Pseudomonas aeruginosa
(CIM = concentragdo minima inibitoria de 0,80 mg mL™"), Streptococcus pneumoniae
(CIM 0,60 mg mL") e Candida albicans (CIM 0,90 mg mL"). J4 o OE das flores
demonstrou maior espectro de atividade contra P. aeruginosa e Bacillus subtilis (CIM
0,15 mg mL"), S. pneumoniae e C.albicans (CIM 0,02 mg mL') e S. aureus (CIM
0,25 mg mL"). Neste OE foi observada maior concentragdo de sesquiterpenoides,

sendo os principais constituintes: guaiol (19,5%), germacreno B (10,5%) e bulnesol
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(10%), E-cariofileno (8,9%). Entretanto, o OE das folhas teve como majoritarios
acetato de E-pinocarveol (17,6%), E-pinocanfona (16,3%) e guaiol (11,5%).

O OE das folhas de A. gratissima possuindo como principais constituintes E-
pinocanfona (16%), B-pineno (12%), acetato de E-pinocarvila (8,2%) e guaiol (8,5%)
apresentou CIM de 125 uyg mL-' e CBM (concentragéo bactericida minima) de 250
ug mL"' para Streptococcus mutans (GALVAO et al., 2012). O mesmo OE
apresentou atividade antimicrobiana e capacidade de inibir a formacao de biofilmes
dos microrganismos Candida albicans, Streptococcus sanguis Streptococcus mitis,
Porphyromonas gingivalis (BERSAN et al., 2014). Uma fracdo do OE das folhas
contendo guaiol (29,63%), E-pinocarveol (13,16%), bulnesol (11,74%), mirtenol
(5,3%), acetato de E-pinocarvila (8,2%) e guaiol (8,5%) demonstrou possuir a
capacidade de alterar a integridadade do biofilme microbiano e inibir o
desenvolvimento dos polissacarideos extracelulares (FREIRES et al., 2015).

Santos et al. (2015) descreveram como constituintes majoritarios do OE das
folnas de A. gratissima: eucaliptol (13.7%), germacreno D (13.4%), B-cariofileno
(12.7%) e B-pineno (11.7%). O OE demonstrou atividade contra Bacillus cereus (CIM
1000 yg mL") e Trichophyton mentagrophytes (CIM 500 ug mL"), entretanto no
ensaio de atividade antioxidante foi menos efetivo que o BHT (hidroxitolueno
butilado).

O OE de A. gratissima obtido das partes aéreas por hidrodestilagéo ja foi
estudado por Soler et al. (1986), que relataram a presenga majoritaria de
hidrocarbonetos sendo o sabineno (29,95%), B-pineno (9,66%) e [-bisaboleno
(5,81%) descritos como principais constituintes. Os estudos de Trovati et al.
(2009a,b) revelaram a presenga de guaiol, limoneno, elemol, isopinocanfona,
acetato de Z-pinocarvila e acarenona como constituintes majoritarios. Arze et al.
(2013) descreveram como constituintes majoritarios: 6a-hidroxigermacra-1(10),4-
dieno, B-cariofileno, cubebol, &-cadieno. A variacdo da constituicdo quimica do OE
devido as variagdes sazonais foi significativa em um estudo conduzido na Argentina
e 0s principais constituintes do 6leo foram: B-elemeno, viridiflorol, B-cariofileno, a-
tujona, 10-epi-cubelol, biciclogermancreno, nerolidol e germacreno D (RICCIARDI
et al., 20006).

No estudo de da Silva et al. (2014), o OE das partes aéreas de A. gratissima
teve como constituintes majoritarios: B-pineno (27,05%), E-pinocanfona (11,93%),

acetato de E-pinocarvila (8,94%) e guaiol (6,23%). Uma emulsdo (preparada com o
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OE nas concentracbes de 0,25; 0,5 e 1% e um decocto (preparado nas
concentragdes de 25, 50 e 75% a partir do residuo do material vegetal oriundo do
processo de hidrodestilagdo por Clevenger) apresentaram atividade antifungica
direta sobre as hifas e conidios de Oidium eucalypti em testes in vitro e in vivo.
Esses resultados foram semelhantes aos obtidos com os antifungicos comerciais:
piraclostrobina e epoxiconazol. Este mesmo OE demonstrou atividade contra
Colletotrichum truncatum em concentragdes superiores a 1%, sendo semelhantes ou
melhores que o fungicida comercial carbendazim (DA SILVA et al., 2012).

O emprego do OE das partes aereas de A. gratissima como anestésico e
sedativo na aquicultura ja foi estudado por Benovit et al. (2012), sendo que uma
concentragdo de 900 mg L' foi capaz de induzir a anestesia em 4 minutos em
juvenis de linguado brasileiro (Paralichthys orbignyanus). Todavia o tempo de
recuperagio anestésica foi superior a 30 minutos. Na concentragdo de 270 mg L™
foram observados efeitos adversos, como paralisia de alguns juvenis seguida de
morte em um periodo de 24 horas. Com a mesma espécie de peixe foi realizado um
experimento de transporte com duragao de 7 horas, neste o OE né&o foi capaz de
reduzir ou manter os niveis de glicose plasmatica, sendo um indicativo de que néo é
capaz de prevenir o estresse. Além disso, as concentragdes de 90 e 135 mg L'
produziram mortalidade de 8,3 e 100%, respectivamente. Entretanto, o trabalho nao
determinou a composi¢cao quimica do OE.

Um OE obtido das partes aéreas de A. gratissima, possuindo como principais
constituintes  eucaliptol  (18,54%), sabineno  (9,5%), guaiol (6,79%),
biciclogermacreno (5,12%), germacreno B (4,15%) e germacreno D (3,91%),
apresentou capacidade de indugéo anéstesica na concentragdo de 900 mg L' e a
recuperacdo anestésica em aproximadamente 12 minutos em juvenis de Rhamdia
quelen. Entretanto, estes juvenis apresentaram contragbes musculares involuntarias
e mortalidade. Juvenis expostos durante 30 minutos a concentra¢des de 90, 300 e
450 mg L' do OE n&o apresentaram inibigdo da atividade da acetilcolinesterase de
cérebro e musculo. A concentragdo de 90 mg L' foi capaz apenas de induzir
sedacdo. Foi realizado um fracionamento bioguiado, sendo atribuida a E-(-)-
pinocanfona os efeitos adversos do OE. Os isolados (-)-0xido de cariofileno, (-)-
guaiol e (+)-espatulenol demonstraram apenas efeitos sedativos nas concentragdes
proporcionais ao OE. O (+)-espatulenol (51,2 mg L") promoveu anestesia profunda

sem efeitos adversos (BENOVIT et al., 2015) e uma patente foi solicitada no Brasil
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(BR1020120213141 A2) de um produto a base de espatulenol para utilizagdo como
sedativo e/ou anestésico obtido de extratos de A. gratissima.

Ja o OE das folhas de A. gratissima na concentragdo de 100 mg L
apresentou potencial larvicida contra larvas de Coenagrionidae, ao causar 66,67 %
de mortalidade em quatro horas de exposigao (SILVA et al., 2014). Essas larvas sao
predadoras naturais de alevinos de peixes e a sua presenca € combatida em
pisciculturas (FONSECA et al., 2004).

Outras atividades biolégicas e farmacoldgicas ja foram descritas para extratos
de A. gratissima: antiviral (GARCIA et al., 2003; MONTANHA et al., 2004),
antifungica (DELLACASA et al., 2003), nematicida (DUSCHATZKY et al., 2004),
antiulcerogénica (BUCCIARELLI; SKLIAR, 2007), efeitos antiproliferativos em
células vegetais (HISTER et al., 2009) e auséncia de genotoxicidade (RICCO et al.,
2010).

1.5.2 Lauraceae

A familia apresenta-se amplamente distribuida através das regides tropicais e
subtropicais do planeta, sendo formada por 49 géneros e 2.500 - 3.000 espécies
(WERFF, 1996). Nesta familia, o 6leo essencial € armazenado em células secretoras
parenquimaticas diferenciadas, que podem ser encontradas na folha, na casca e no
lenho (BARROS et al., 1997; SIMOES; SPITZER, 2004).

Nectandra Rol. ex Rottb. € um dos mais importantes géneros da Lauraceae
em numero de espécies, sendo conhecidas 114 e, destas, 43 sdo brasileiras. O
género é composto por arvores monodicas de folhas peninérveas alternas, raramente
opostas e subopostas (BAITELLO et al., 2003). O género é caracterizado pela
presenga de alcaloides dos grupos benzilquinolinico (BOHLKE et al., 1996),
aporfinico e inddlico (SANTOS FILHO; GILBERT, 1975), lignanas tetraidrofuranicas
(SILVA FILHO et al., 2004a) e neolignanas (BRAZ FILHO; GOTTLIEB, 1980; COY et
al., 2009), monoterpenoides e sesquiterpenoides (GOTTLIEB et al., 1981).

Espécies de Nectandra sao empregadas na medicina popular por suas
propriedades digestivas, diuréticas, antirreumaticas e analgésicas (PIO-CORREA,
1984). Algumas espécies ja foram estudadas e demonstraram propriedades
antitumoral (MORENO et al.,, 1993), relaxante muscular (SLISH et al., 1999),
antimalarica (BOHLKE et al., 1996), antioxidante (RIBEIRO et al., 2005), anti-
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inflamatoria (SILVA FILHO et al., 2004b) e antifungica (SLISH et al., 1999; GARCEZ
et al., 2009).

1.5.2.1 Nectandra megapotamica

Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (Figura 19) € uma arbdrea que
apresenta ampla distribuicdo nas florestas nativas do Rio Grande do Sul, sendo
conhecida popularmente como canela-louro, canela-preta, canela-ferrugem e
canela-fedorenta (TONINI; FINGER; SCHNEIDER, 2003). Apresenta como
sinonimias botanicas N. briquetti Hassl., N. membranacea (Spreng.) Hassl., N.
membranacea fo. floribunda Hassl., N. membranacea var. saligna (Nees) Hassl., N.
racemifera Meisn., N. saligna Nees, N. saligna var. obscura Meisn., N. tweediei
(Meisn.) Mez, Oreodaphne tweediei Meisn., O. tweediei var. cymulosa Meisn.,
Strychnodaphne suaveolens Griseb. e Tetranthera megapotamica Spreng.
(TROPICOS.ORG, 2012).

Figura 19 — Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez, em Santa Maria, RS, Brasil

Fonte: Lucio de Paula Amaral.

O wuso etnofarmacologico desta espécie da-se, principalmente, como
analgésico, antirreumatico (SILVA FILHO et al., 2008), sendo o cha de folhas
N. megapotamica usado como calmante e no tratamento de gripes e tosses. Ja a
casca desfiada e aquecida é utilizada para o tratamento de abscessos (ALVES et al.,

2008). Estudos fitoquimicos de extratos etanodlicos desta espécie mostraram a
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presenca de sesquiterpenoides, fenilpropanoides e flavonoides nas cascas e folhas
(GARCEZ et al., 2009) e outras classes de compostos fitoquimicos como as lignanas
tetraidrofuranicas nas folhas (SILVA FILHO et al., 2004a) e alcaloides inddlicos nas
cascas (SMITH, 1977).

Alguns estudos, avaliando atividades bioldgicas e farmacolégicas desta
espécie, ja foram realizados. Para o extrato hidroalcodlico de cascas de N.
megapotamica, € relatada fraca atividade leishmanicida e antimalarica. Ja as
lignanas isoladas (machilina G e veranguesina) apresentaram melhor atividade
contra Leishmania donovani. Outro componente presente no extrato, a calopeptina,
também presente no extrato etandlico de folhas, demonstrou boa atividade contra
Plasmodium falciparum. Tanto os extratos como as substancias isoladas né&o
apresentaram citotoxicidade nas concentragbes testadas (SILVA FILHO et al.,
2004a; SILVA FILHO et al., 2008). Do extrato hidroalcodlico de cascas foi isolada a-
asarona, que demonstrou atividade no teste de constricdo abdominal em ratos.
Também isolados das cascas, a galgravina e a veraguensina apresentaram
melhores resultados no ensaio de edema de pata em ratos (SILVA FILHO et al.,
2004b).

Testes de atividade antioxidante (nos ensaios com 2,2-difenil-picrilidrazila
[DPPH] e B-caroteno) e antifungica (por microdiluigdo) foram realizados, utilizando
substancias de estrutura aromatica isoladas do extrato etandlico de cascas do caule
de N. megapotamica. A epicatequina apresentou significativa atividade antioxidante
em ambos 0s ensaios e outras substancias isoladas foram ativas frente as cepas
dos géneros Candida e Cryptococcus. Os fenilpropanoides isolados do extrato
etandlico de cascas do caule (isoelemicina) e de folhas também apresentaram
atividade antioxidante (GARCEZ et al., 2009).

O extrato etandlico das cascas de N. megapotamica, administrado por via
intraperitoneal em ratas fémeas em trés concentragcbes diferentes
(75, 112,5 e 300 mg kg™'), produziu um efeito analgésico significativo quando
comparado a dipirona (60 mg kg’ i.p.). Entretanto, ndo foi significativo quando
comparado a morfina (4 mg kg™'), sugerindo que o extrato aumenta o limiar da dor
(NOVAES et al., 1998).

Do extrato metandlico de cascas N. megapotamica também foram isoladas
lignanas tetraidrofuranicas, das quais as nectandrina A, veraguensina e galgravina

apresentaram atividade contra a as células da leucemia humana (HL60) nas Clso de
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14,2, 16,9 e 16,5 uyg mL™", respectivamente. Estes compostos sdo capazes de
produzir danos na membrana plasmatica e mitocondrias, podendo assim relacionar-
se com a via apoptotica intrinseca (PONCI et al., 2015).

Em estudo sobre variacao circadiana e sazonal do OE extraido de folhas de
N. megapotamica, nao foi detectada diferengca entre as amostras, sendo o
constituinte majoritario o a-bisabolol (ROMOFF et al., 2010). Este constituinte
apresentou atividade anti-inflamatéria (KAMATOU; VILJOEN, 2010), antitumoral
(SILVA et al., 2010) e antimicrobiana (POPOVIC et al., 2010). Em outro estudo,
realizado com trés individuos e avaliando variabilidade sazonal, observou-se uma
variagdo qualitativa no OE de folhas, sendo a-santaleno (17,42%) e B-santaleno
(9,23%) os majoritarios em dois individuos e muurola-4,10-(14),dien-1--ol (23,09%)
e 0—elemeno (11,16%) de um terceiro individuo analisado. Para o OE obtido de
galhos foram observadas variagbes quali e quantitativas ao se analisar diferentes
individuos, sendo que no individuo 1 os consitituintes majoritarios foram 5-iso-
cedranol (12,07%) e a—muurolol (11,28%); no individuo 2 a—bisabolol (13,19%) e 5-
iso-cedranol (10,3%); enquanto que no individuo 3 predominou o a—muurolol
(43,04%) (BRITO, 2009).

Em um trabalho comparando a composi¢dao quimica do OE obtido de folhas
jovens e velhas de N. megapotamica nao foi verificada variagdo qualitativa. Os
constituintes majoritarios foram biciclogermacreno, a- e B-pineno e germacreno D
em ambos os 6leos, mas a concentragao das substancias apresentou variagao de
acordo com o estagio de desenvolvimento de folhas e sazonalidade (AMARAL et al.,
2015). Ambos os 6leos deste mesmo estudo apresentaram atividade sedativa leve
na concentragéo de 30 pL L' e anestésica em concentragbes acima de 150 pL L'
em robalos-peva (Centropomus parallelus). Entretanto, o OE obtido de folhas velhas
nao foi eficaz para prevenir o estresse gerado pelo manuseio e transporte desta
espécie (TONDOLO, 2011; TONDOLO et al., 2013).

No trabalho de Apel et al. (2006) o OE de folhas de N. megapotamica, na
concentragdo de 3.125 yL mL™, inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) em 71%, de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) em 51% e
Escherichia coli (ATCC 25922) em 20%, sendo inativo contra a Candida albicans
(ATCC 10231). Outros ensaios realizados no mesmo trabalho demonstraram

atividade anti-inflamatéria e antitumoral na concentragdo de 0,25 puL mL', com
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citotoxicidade seletiva para células de cancer de préstata e mieloma multiplo para o
mesmo OE.

Os OEs das folhas e das cascas de N. megapotamica nas concentragdes de
100 mg L' apresentaram atividade contra larvas de Coenagrionidae, sendo as
mortalidades de 20% e 60%, respectivamente, apds o periodo de 19 horas de
exposicao. Entretanto, estes resultados n&o tornam o uso destes OEs viaveis como
larvicidas em sistemas de aquicultura (SILVA et al., 2014).

A composicdo quimica do OE N. megapotamica foi caracterizado durante
diferentes estados vegetativos e em todos foi encontrado predominio de
monoterpenoides (21,0-31,7%) e sesquiterpenoides (58.5-68.9%). Os extratos
obtidos da coleta do outono demonstraram melhor atividade contra o veneno de
Bothrops diporus. O OE e extrato aquoso apresentaram atividade inibitéria da agao
hemolitica e o extrato hexanico inibicdo da ag&o pré-coagulante desse veneno
(TORRES et al. 2014).

1.5.2.2 Nectandra grandiflora

Nectandra grandiflora Nees (Figura 20) pertence a Lauraceae, sendo uma
espécie nativa endémica do Brasil, de distribuigdo nas regides Sudeste e Sul
(QUINET et al., 2010). Apresenta como sinonimias Gymnobalanus regnelli Meissn.,
Nectandra glauca Warm ex. Meisn., Nectandra grandiflora var. cuneata Meisn.,
Nectandra grandiflora var. latifolia Ness, Nectandra grandiflora var. longifolia Meisn.,
Nectandra grandiflora var. oblongifolia Meisn., Nectandra grandiflora var. obovata
Meisn. (TROPICOS.ORG).

Popularmente é conhecida por canela-amarela ou caneleira (LORENZI, 1982;
JURINITZ; JARENKOW, 2003) e canela ou canela-fedida (QUINET et al., 2010). A
infusdo de suas folhas € usada na medicina popular para o tratamento de problemas
digestivos, além de serem descritas propriedades diuréticas e antirreumaticas (PIO-
CORREA, 1984).
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Figura 20 — Nectandra grandiflora Nees

A

Fonte: Solon Jonas Longhi.

O extrato etandlico das folhas de N. grandiflora apresenta flavonoides
glicosilados (canferol 3-O-B-ramnosideo e quercetina 3-O-B-ramnosideo) que
exibiram atividade antioxidante, inibindo a oxidagdo do B-caroteno (RIBEIRO;
SILVA; BOLZANI, 2002). Ribeiro e colaboradores (2005) isolaram o &cido
protocatéquico e os flavondides glicosilados afzelina e quercetrina, os quais exibiram
atividade sequestradora de radicais livres frente ao DPPH; além disso, foram obtidas
trés neolignanas. No extrato etandlico da casca € descrita a presenca de alcaloides
aporfinoides (MORENO et al., 1993).

O OE das folhas de N. grandiflora, no estudo de Bida (1991), apresentou um
rendimento médio de 0,80% e a presenca de eugenol. Este constituinte ja teve o seu
uso descrito como anestésico em jundia (CUNHA et al., 2010), entre outras espécies
de peixes (WAGNER et al., 2002; HOSEINI et al., 2015).

A analise da variabilidade sazonal de N. grandiflora e das diferentes partes do
vegetal sobre o rendimento e a composi¢do quimica do OE evidenciou que este
apresenta maior rendimento na primavera (época de floragdo da espécie). No
entanto, a composigao quimica nao sofreu influéncia significativa das estagbes do
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ano e foram verificadas apenas pequenas diferengas quantitativas na proporcao de
constituintes majoritarios. Seus OEs sdo constituidos preponderantemente por
sesquiterpenoides, sendo a deidrofuquinona o composto majoritario, que se
apresenta em maiores concentracbes no inverno. Na primavera ocorre um
descéscimo na sua concentragcdo e incremento nos teores do composto
biciclogermacreno. Outro dado fator importante é que o processo de secagem do
material vegetal a temperatura ambiente ndo compromete o teor do OE (SILVA,
2013; SILVA et al., 2015).

A deidrofuquinona, principal constituinte do OE de N. grandiflora, exerce um
efeito depressor central em R. quelen, podendo ser utilizado como anestésico ou
sedativo na piscicultura, uma vez que, em uma exposi¢cao de 24 horas de duracéo,
as concentragdes de 2,5 a 20 mg L' ndo apresentaram efeitos colaterais nos peixes.
Esta apresenta atividade sobre os receptores GABAAa e previne o aumento do cortisol
em protocolo de estresse (GARLET et al., 2015).

No estudo de Silva et al. (2014) o OE das folhas apresentou um rendimento
de 0,38% e, quando testado frente a larvas de Coenagrionidae na concentragéo de
100 mg L', resultou em taxas de mortalidade de 8,33% para 6 e 9 horas, e 25%
para 19 de exposi¢cado. Assim, a baixa efetividade do OE néo justificaria o seu uso

como larvicida em pisciculturas.

1.6 JUSTIFICATIVA

A expansdao da aquicultura (GRICORAKIS; RIGOS, 2011) exige o
desenvolvimento de esforgcos para que se reduzam os problemas das parasitoses,
eliminando o uso abusivo de antibiéticos e produtos quimicos. Também é necessario
prevenir a introdugdo de organismos exoéticos em aguas locais e a criagdo de
sistemas que permitam tornar os produtos para a aquicultura mais sustentaveis no
mercado consumidor (DIANA et al.,, 2013). Aliada a essa conjuntura, a legislagao
que regulamenta o cultivo organico (BRASIL, 2011) estimula um ambiente propicio
para o desenvolvimento de novos fitoterapicos a partir de espécies nativas para
tratar doengas parasitarias, em especial a girodactilose e ictiofitriase, responsaveis
por significativos prejuizos na produgdo mundial de peixes (HANSON et al., 2008).

Rhamdia quelen é a principal espécie nativa dos sistemas de piscicultura

continental no estado do Rio Grande do Sul e apresenta alto potencial de
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comercializagdo, entretanto € bastante suscetivel a ictiofitiriase (MIRON et al., 2003;
GARCIA et al., 2007; BALDISSEROTTO, 2009). Além disso, € importante considerar
considerando ainda que nao ha relatos de opgao de tratamento para G. lilianae e
que é dificil o tratamento das parasitoses causadas por espécies de Gyrodactylus
(DAVIDSEN et al.,, 2013). Assim, o desenvolvimento de alternativas para o
tratamento de doencas nesta espécie pode estimular o seu cultivo, contribuindo para
a valorizacao deste peixe nativo.

Os 6leos essenciais de Aloysia gratissima, Nectandra megapotamica e N.
grandiflora ndao possuem relatos na literatura quanto a avaliagdo da atividade
antiparasitaria. Além disso, estes 6leos essenciais ja tiveram alguns de seus efeitos
avaliados em peixes, sendo promissores para a utilizagdo durante o cultivo e manejo
desses animais, principalmente como sedativos e anestésicos (BENOVIT, 2012;
TONDOLO et al., 2013, SILVA, 2014).

As espécies vegetais alvo deste estudo s&o nativas do Brasil e utilizadas na
medicina popular no combate a infeccdes diversas (PIO-CORREA, 1984, ALICE et
al., 1995; PINTO et al., 2007; SOUZA; WIEST, 2007). Também n&o sao encontrados
relatos na literatura de intoxicagcbes em humanos por essas plantas. Assim, o estudo
da atividade antiparasitaria de seus Oleos essenciais pode resultar em produtos
eficazes, seguros e economicamente viaveis para o tratamento da girodactilose e
ictiofitiriase, principalmente para sistemas de cultivo organico, sendo de grande valia

para uma nova perspectiva de tratamento ecoldgico e seguro no ambito comercial.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo geral

Obter novos produtos antiparasitarios para girodactilose e ictioftiriase a partir

dos 6leos essenciais de espécies vegetais nativas do Brasil para uso em aquicultura.
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1.7.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antiparasitaria dos O6leos essenciais de Aloysia
gratissima (Gillies et Hook) Troncoso, Nectandra megapotamica (Spreng.)
Mez e Nectandra grandiflora Nees in vitro contra os parasitos Gyrodactylus
lilianae e Ichthyophthirius multifiliis.

e Estabelecer protocolos de tratamento in vivo para os 6leos essenciais das
espécies vegetais em questdo para juvenis de jundia parasitados por com
Gyrodactylus lilianae e Ichthyophthirius multifiliis.

e Determinar a eficacia antiparasitaria in vivo dos 6leos essenciais.

e Descrever a composicao quimica do 6leo essenciais das espécies em

estudo.
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Antiparasitic activity of the essential oil of Aloysia gratissima against

monogenean infections and ichthyophthiriasis in silver catfish

ABSTRACT

The essential oil of Aloysia gratissima (AEO) had their chemical composition and
antiparasitic activity against Gyrodactylus lilianae and Ichthyophthirius multifiliis
assessed. The AEO chemical components were identified by gas chromatography
(GC) coupled to mass spectrometry and their quantification was performed by GC
with flame ionization detector. In the first experiment the mortality of G. lilianae in
vitro (at concentrations from 9 to 90 mg L' AEO) were analyzed, and following
naturally infected silver catfish juveniles (Rhamdia quelen) were treated with two bath
administrations of 2 h at 90 mg L' AEO, with an interval of 24 h between them. In the
second experiment AEO was tested in vitro against I. multifilis at concentrations from
9 to 750 mg L', and afterwards infected fish were treated with 9 and 15 mg L' AEO.
In both in vivo experiments fish mortality were evaluated. The major constituents of
AEO were identified as germacrene D (19.98%), B-caryophyllene (12.97%) and p-
cymene (11.88%). Against G. lilianae AEO showed in vitro activity at all tested
concentrations, and the in vivo treatment protocol at 90 mg L' showed anthelmintic
efficacy of 98.4% after the first bath, and 100% after the second one. AEO also
inhibited the development of I. multifiliis tomonts to theronts in vitro at concentrations
up to 9 mg L'. However, in the in vivo experiment against I. multifilis, AEO was not
effective.

Keywords: Ichthyophthirius muiltifiliis, Gyrodactylus lilianae, Monogenea, Rhamdia

quelen.
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1. Introduction

Parasitic diseases in fish play an important role in aquaculture, since the
caused infections have led to important economic losses, due to mortality and/or
decrease in growth rate during fish rearing in intensifive systems (Abd EI-Galil and
Aboelhadid, 2012). Gyrodactylus spp. and Ichthyophthirius muiltifiliis are parasites
that cause high losses in silver catfish (Rhamdia quelen) prodution, one of the main
cultivated native species in southern Brazil, due to its high-quality meat (Carneiro and
Mikos, 2005; Baldisserotto, 2009).

Gyrodactylus spp. are monogenean ectoparasites of 19 orders of teleost fish
(Bakke et al., 2002 and 2007). Damage caused by gyrodactylids includes epithelial
proliferation and increased mucus production in the gills provoked by their feeding
activities and by mechanical action of their attachment apparatus (Cone and Odense
1984). This may eventually lead to host death by asphyxiation due to functional
failure of the respiratory epithelium (Roberts and Smith, 2011).

The protozoan [. multifiliis is a ciliate parasite, commonly called Ich, which
infects a range of freshwater fish species. The life cycle of Ich consists of four stages:
an infestative theront, a parasitic trophont and two reproductive ones, tomont and
tomite (Matthews, 2005; Coyne et al., 2011).

Gyrodactylids and ichthyophthiriasis are difficult to control and the available
treatments are associated to low efficacy, toxicity for the host, human health and
environmental concerns and difficulties in application. In general, treatments are
applied either orally (with the food) or topically (added to water, through immersion or
bath) (Schelkle et al., 2009; Reverter et al., 2014). Additionally, the emergence of

resistant strains of parasites to the currently available synthetic drugs has been
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increasingly reported (Umeda et al., 2006; Morley, 2009).There has been a current
trend to move away from chemical treatments in aquaculture, therefore alternative
strategies should be developed.

In this sense an increase in research about efficacy of traditional plant-based
medicines for the treatment of fish infections/infestations could be observed (Ekanem
et al., 2004; Steverding et al., 2005; Ji et al., 2012; Militz et al., 2013; Fridmann et al.,
2014; Reverter et al., 2014). In addition, the antiparasitic activity of essential oils
(EOs) from various plant species has been reported (Katiki et al., 2011; Chakraborty
and Hancz, 2011). Therefore, EOs are considered potentially promising mixtures of
compounds for the treatment of numerous parasitic diseases (Olounladé et al.,
2012).

Aloysia gratissima (Gillies & Hook) Troncoso, a shrub native to Southern
Brazil, has anthelmintic, analgesic, antiviral and antimicrobial properties associated
to its use in popular medicine (Souza and Wiest, 2007; Medeiros et. al, 2013). In
addition, Kinupp and Lorenzi (2014) reported its use as food for humans. Antiviral
(Garcia et al., 2003), nematicide (Duschatzky et al., 2004), antifungal (Dellacasa et
al., 2003), antibacterial (Franco et al., 2007), larvicide (Silva et al., 2014), antifungal,
antioxidant (Santos et al., 2015) and sedative and anesthetic activities for Brazilian
flounder and silver catfish (Benovit et al., 2012; 2015) were described.

Therefore, this study aimed to evaluate the antiparasitic activity of AEO
against G. lilianae and I. multifilis in experiments in vitro and in vivo using infected
silver catfish. Additionally, the composition of AEO was analyzed and the chemical

data used for the interpretation of the results.



99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

2. Materials and methods

2.1. Plant material, isolation of essential oil and determination of its chemical

composition

Aerial parts of Aloysia gratissima (Gillies & Hook) Tronc. were collected from
its natural habitat, in December 2010 in Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil.
Voucher specimen identified by Prof. Dr. Solon Jonas Longhi was deposited in the
Biology Department of the Federal University of Santa Maria (UFSM) (SMDB
13.077).

The essential oil of the aerial parts was obtained by hydrodistillation on a
Clevenger type apparatus for 3 h (European Pharmacopoeia, 2010) and samples of
AEO were stored at - 4 °C in amber glass bottles prior to the tests.

The chemical components of AEO were identified by GC-MS, performed on an
Agilent-7890A gas chromatograph coupled with an Agilent 5975C mass selective
detector, using an HP5-MS column (5% phenyl, 95% methylsiloxane, 30 m x 0.25
mm i.d .x 0.25 ym) and EI-MS of 70 eV. The operating conditions were as follows:
split inlet 1:100; temperature program: Oven temperature kept at 40° C for 4 °C
min~'; 40-320 °C at 4 °C min™"; carrier gas He; flow rate 1 mL min~"; and injector and
detector temperature: 250 °C. The identification of the EO components was
performed by comparison of their Kovats retention index and fragmentation pattern of
the mass spectra with literature data (Adams, 2009; NIST, 2008). The EO
components were quantitatively determined using an Agilent 7890A gas

chromatography system with flame ionization detector (GC-FID). The analysis
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parameters were equivalent to those cited previously for GC-MS, except for the

following: inlet in splitless mode, injector and detector temperature: 300 °C.

2.2 Animals and water quality

Juvenile silver catfish (3.55 £ 0.63 g; 7.37 + 0.33 cm) were purchased from a
fish culture at Federal University of Pelotas (UFPel) in the experiment 1 and the
animals were acclimated for 20 days. In experiment 2 juvenile silver catfish (9.86 +
0.40 g; 10.61 £ 0.18 cm) were purchased from a local fish culture in Sdo Jodo do
Polésine city, and the animals were acclimated for five days. Acclimation was carried
out in continuously aerated 250 L tanks. The freshwater parameters were: pH 7.40 +
0.17 (DMPH-2 pH meter, Digimed); dissolved oxygen 7.36 * 0.28 mg L
temperature 22.0 + 0.6 °C (YSI oxygen meter, Model Y5512); total ammonia 2.03 +
0.56 mg L' (Verdouw et al., 1978); un-ionized ammonia 0.01 + 0.045 (Colt, 2002);
hardness 37.26 + 1.90 mg L-' CaCOs; alkalinity 42.60 + 2.54 mg L' CaCOs. The fish
were fed daily to satiation with commercial feed pellets (42% crude protein, Alisul/
Supra® - Brazil). Through fish acclimation before the first experiment, monogenean
infection was evidenced by a stereomicroscope (10x total magnification) in all fish.
The samples were identified by Dr. Walter A. Boeger of Federal University of Parana
(UFPR) as Gyrodactylus lilianae (Boeger et al., 2016).

Through fish acclimation for the second experiment, clinical signs of infection
with Ichthyophthirius muiltifilis were observed and confirmed by observing the

parasites on a stereomicroscope (10x total magnification).
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2.3 Experiment 1- Evaluation of antiparasitic activity against Gyrodactylus

lilianae

2.3.1 In vitro assay

Portions of the barbels were carefully cut off (2-3 mm/ 30-40 parasites) and
placed in tissue culture plates, into which concentrations of 9, 15, 50 or 90 mg L’
AEO (previously diluted in ethanol 1:30) were added. The total number of dead
parasites in each sample was counted under a stereomicroscope after 0.5, 1, 2 and 3
h and the parasite was considered dead if it did not present any movement for 5 min
(Ekanem et al., 2004). The experiments were conducted with three replicates and
compared with a control group subjected to the same test conditions, but exposed
only to ethanol at the highest concentration used to dilute AEO. A water control was

also performed, in which parasites survived on average 34 h.

2.3.2 In vivo assay

The protocols for the in vivo assay included two baths of 2 h each, with an
interval of 24 h between them and the concentrations used were determined from the
in vitro assay. The baths were performed in 2-L plastic aquaria with 1 L of constantly
aerated freshwater. The protocol consisted of three groups: 90 mg L' AEO (diluted in
ethanol 1:10) (n= 15) and, in order to reduce the number of animals, negative control
(with the same concentration of ethanol in the AEO group) (n= 10) and water control
(no substance added) (n= 5). Only infected fish were used, and the intensity of

infestation (=number of monogenean parasites on each fish) was determined by
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observation on stereomicroscope (10x total magnification) before and after
treatments, daily through seven days, without anesthesia. The variation of the initial
intensity of infestationl (number of parasites per fish) was 22-33 before the first bath
and 0-1 before the second bath. After bathing, animals were transferred to 10 L
aquaria without the addition of any substance to the water.

The anthelmintic efficacy (AE) of each treatment was calculated according to
the formula:

AE = (B-T)/ B X100 ()

Where B is the average number of surviving G. lilianae in water or ethanol

controls, and T is the average number of surviving parasites in the AEO group (Ji et

al., 2012).

2.4 Experiment 2- Evaluation of antiparasitic activity against Ichthyophthirius

multifiliis

2.4.1 In vitro assay

The methodology was adapted from Zheng et al. (2015). Briefly, the tomonts
were collected from an aquarium containing infected fish with a pipette and observed
under a stereomicroscope. The tomonts were transferred into microplates (4-6
tomonts/ well) with AEO at concentrations of 9, 15, 50, 90, 250, 500 or 750 mg L,
which were obtained by diluting AEO previously in ethanol (1:10) and afterwards in
distilled water (1:100). The volume in the wells to 1 mL. The negative control was
performed with the highest concentration of ethanol used for dilutionof the AEO in

water. Tomonts were observed on stereomicroscope (10x total magnification) after 1,
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2,4, 20, 22, 24, 26, 48, 72, 96, 120, 144, 168 and 192 h. The dead tomonts were
counted (parasites with no internal motility or abnormal cell division and those who
did not produce theronts) in each triplicate. The experiment was conducted at room

temperature (22 + 1 °C).

2.4.2 In vivo assay

A semi-static system was used, and 120 fish (in triplicate, n= 10 each)
naturally infestation with . muiltifiliis (prevalence of 100%, intensity of initial
infestation; number of parasites per fish of 12.7+6.3), were transferred to 10 L
aquaria. Juveniles were exposed to different AEO concentrations (0.0 negative
control, 9.0, and 15.0 mg L™, firstly diluted in ethanol 1:10) or 4 g L-! NaCl (positive
control). After 24 h of the first AEO application, 50% of the water was replaced by the
same volume of freshwater, and afterwards 50% of the initial concentration of AEO
oil was added. This procedure was repeated for five days, and after which only 50%
of the water was replaced every day, without replacing AEO. Fish were fed to
satiation once a day with commercial feed (42% crude protein, Alisul / Supra - Brazil).
The remains of feces and food were removed 30 min after feeding. The dead fish
were also removed daily. The course of infection was assessed by counting the
number of trophonts on the animals with a stereomicroscope. The fish were analyzed

before treatment and daily after this procedure, for 15 days.

2.5 Ethical

The present methodology was approved by the Ethical and Animal Welfare

Committee of the Federal University of Santa Maria (Process no 046/2010). The
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number of fish used in each experiment was the lowest possible in order to satisfy

the policy of reduction of experimental animals of the institution.

2.6 Statistical analysis

The results of in vitro evaluation against G. lilianae and I. muiltifiliis were
submitted to Probit analysis for the calculation of the ECso (median effective
concentration) and ECgo (90% effective concentration), corresponding to efficacy of
AEOQO at the 95% confidence level (Finney, 1971).

The data resulting from the count of G. lilianae in the in vivo test were
analyzed, and considering that sample size and the homogeneity of variance
between the samples could not be guaranteed according to the Levene (P<0.05) the
statistical analysis was performed by non-parametric tests. To verify the existence of
significant differences between independent samples, the Kruskal Wallis test was
carried out, and to verify the existence of significant differences between the same
samples, but at different times, Mann-Whitney U test was used. The significance
level considered was P<0,05.

After analysis of the variance and homogeneity of the data from the in vivo
experiment against /. multifiliis, the non-parametric Scheirer-Ray-Hare test, extension
of Kruskal-Wallis test, followed by the Nemenyi test (P<0.05) were used for analyzing
the number of trophonts as a function of time. The analysis of fish survival was
performed by Kaplan-Meier with log rank test (P<0.001) and multiple comparison

procedures (Holm-Sidak method) (P<0.05)
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3. Results

3.1. Yield, density and chemical composition of essential oil

The average yield of AEO extraction was 0.68 + 0.2%, and its density was
0.8943 g mL-'. Mono- and sesquiterpenoids were the major groups of constituents
found (Table 1). The major components were identified as germacrene D (19.98%),
B-caryophyllene (12.97%), p-cymene (11.88%), 5-isopropyl-2-
methylbicyclo(3.1.0)hexan-2-ol (9.79%), germacrene B (9.36%) and

isopinocamphone (5.04%).

3.2. In vitro assay of AEO against G. lilianae

Mortality of the parasites subjected to AEO increased as a function of
exposure to same time (Fig. 1A), and in the same way ECso and ECgo decreased
(Table 2). Significant difference in mortality (P<0.05) between groups submitted to 9
and 15 mg L' of AEO was observed only after 1 h. The 90% effective concentration
(ECe0) after 2 h was 84.2 mg L' (Table 2), and from this information the in vivo test

was performed.

3.3 In vivo assay of AEO against G. lilianae

The number of parasites found in the host before the first bath was

significatively not different between groups. After the first bath, the group treated with

90 mg L' AEO presented significantly lower number of parasites compared to
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ethanol and water controls (P<0.05). The bath with ethanol did not affect significantly
the number of parasites compared to control group. The anthelmintic efficacy for the
treatment with 90 mg L' AEO in the first bath was 98.4% and after the second bath

the efficacy reached 100% (Figure 1B). No fish mortality was observed.

3.4 In vitro assay of AEO against I. multifiliis

During the observation period, tomonts submitted to the different
concentrations of AEO did not develop to the theront stage at all concentrations
tested. However, in the control group, the development of theronts was observed

after 20-22 h.

3.5 In vivo assay of AEO against I. multifiliis

There was no significant difference between survival of the treated and control
groups up to the sixth day (P>0.05). All treated groups presented higher survival than
water control group from the seventh to the ninth day. After 10 days up to the end of
the experiment, the best survival rate was from the group treated with 4 g L-' NaCl.
The group treated with 9 mg L-' AEO presented the second best survival rate after 10
days (97%), followed by the group treated with 15 mg L' AEO (94%). Survival from
the control and groups treated with AEO decreased progressively from the eleventh
day up to the end of the experiment, but with no significant difference between them
(Fig. 2A).

No significant difference was observed in the mean number of trophonts per

fish between groups at the beginning of the assay (P>0.05). Silver catfish treated



81

296  with 15 mg L' AEO showed significant (P<0.05) lower number of parasite compared
297  to control group (0.0 mg L' AEO) (Fig. 2B), but higher than NaCl group.

298

299 4. Discussion

300

301 The presence of germacrene D, B-caryophyllene and p-cymene as major
302 components of AEO, and the results highlights the importance of determining the
303 chemical composition of plant extracts used in pharmacological studies despite
304 previous reports (Soler et al., 1986; Silva et al., 2007; Arze et al., 2013; Santos et al.,
305 2013; Bersan et al., 2014). Benovit et al. (2015) described the toxicity of AEO in
306 Rhamdia quelen after 24 h of exposure, in an equivalent concentration to the
307 assessed in this work. However, the chemical compositions found in this study differ
308 significantly. Variations in chemical composition of EO of the same species may be
309 due to biotic and abiotic factors, as differential genetic characteristics, time of
310 collection, besides distinct soil and climatic conditions, among others (Gobbo-Neto;
311 Lopes, 2007; Figueiredo et al., 2008; Barra, 2009).

312 Treatment protocols used in vivo against G. lilianae demonstrated anthelmintic
313 efficacy of 100%, since the second bath resulted in total elimination of parasites.
314  These results are consistent with the work of Tu et al. (2013), where frequent bath
315 administration allows an increase of anthelmintic efficacy.

316 The exact mode of action of AEO against parasites is unknown. Anthelmintic
317  drugs with different mechanisms of action have been proven to be effective to treat
318 gyrodactylid infections (Schelkle et al., 2009). Terpenoids are a chemical class of
319 components found in EO which are known to be active against a range of organisms.

320 Since EO are complex mixtures of compounds, synergy and/or additive effects often
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occurs and can result in effective strategies for the parasite control. They can interact
with multiple molecular targets on various developmental stages and might be active
against parasites by different mechanisms (Magdeleine et al., 2009). However, their
structures and modes of action are distinct from those of synthetic anthelmintics in
current use, suggesting that cross-resistance with drugs already in use may be
minimal, giving advantage to anthelmintics obtained from EOs (Stermitz et al., 2000;
Doughari et al., 2009; Reverter et al., 2014). Lipophilic extracts such as EOs can
pass through the membrane of the parasite acting therein and causing its rupture (Liu
et al., 2010; Levy et al., 2015). Terpenoids isolated from these extracts have also the
ability to interact with tegument of helminths and protozoa causing damage and
leading to the death of the parasites (Camargos et al., 2014; Mafud et al., 2016).
Gyrodactylids have octopaminergic receptors and compounds that act on
them have the potential to cause neuromuscular disorders that can result in death of
the parasite (Brooker et al., 2011). Eucalyptol found in AEO acts as
acetylcholinesterase (AChE) inhibitor, and can also block the octopamine receptor
pathway (Khanikor et al., 2013). In addition, it has the ability to interact with lipid
components of the protozoan membrane making it more fluid (Camargos et al.,
2014). This terpenoid has hydrophobic character and low molecular weight, and
therefore can be distributed in the lipid layer of membranes, acting as a spacer
destabilizes and weakens their molecular bonds (Turina et al, 2006; Anjos et al,
2007; Anjos and Alonso, 2008), facilitating the penetration of other AEO constituents.
So, even in minor concentrations eucalyptol may be contributing to the anthelmintic
efficacy of AEO and, since it can act by different mechanisms, could prevent the

development of antiparasitic resistance (Shalaby, 2013; Reverter et al., 2014).



345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

The hexane extract of Stachys lavandulifolia consisting of germacrene D
(10.6%), B-pinene (8.7%), B-mircene (8.8%) and E-cariofilene (5.3%) showed intense
AChE inhibitory activity (ICso= 13.7 ug mL") (Tundis et al., 2015). Among the
constituents of this extract, only B-pinene is not found in AEO, and in both
germacrene D is the major constituent (Table 1). Benovit et al. (2015) reported the
absence of inhibitory activity of Aloysia gratissima EO at concentrations of 90, 300
and 450 mg L' on AChE in brain and muscle of R. quelen. However, besides the
chemical composition of the EO be considerably different from that described in the
present study. However, it is likely that the isoform of the enzyme existing in the host
and parasite is not the same, since it often differ even in species of the same class
(Kim and Lee, 2013). The inhibition of AChE is the anthelmintic mechanism of
organophosphates, which use has been banned due to their high toxicity to the host
and environment (Morley, 2009). As an alternative to organophosphates, EOs that
demonstrated inhibitory activity of AChE may be used (Aaza et al., 2011; Waghmare
and Dhumal, 2014), since they have generally lower toxicity and their use is
permitted in organic aquaculture (Brasil, 2011; Prein et al., 2012). In addition to the
AChE inhibitory effect of eucalyptol, in vitro studies have demonstrated AChE
inhibitory action for myrtenal (Kaufmann et al., 2011), one of the minor constituents of
AEOQO, which can also contribute to its anthelmintic activity.

The results of the in vitro assay of AEO against I. multifilis are significant,
since tomonts generally exhibit more resistance to treatments (Buchmann et al.,
2003; Yi et al., 2012; Ling et al., 2012; Zhang et al., 2013). Therefore, the AEO may
contain active compounds which have influenced the inhibition of /. multifilis tomont
division. However, in spite of 15 mg L' AEO reducing the number of trophonts in

silver catfish, this EO failed to control ichthyophthiriasis, suggesting that the AEO
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does not exhibit enough activity against other phases of /. multifilis. The in vitro assay
may be excellent in measuring the intrinsic activity of a product but possibly cannot
simulate complex in vivo situations, where the effects of the treatments are shared
between host (fish) and the parasites (Kirby, 1996). In an in vitro study doxycycline
and toltrazuril demonstrated feasiblility for inhibiting the development of theronts, but
this capacity has also not been observed in in vivo experiment (Abdel-Hafez et al.,
2014).

Pentagalloylglucose, a polar compound with polyphenolic structure obtained
from the ethanolic extract of the plant Galla chinensis, showed in vitro activity
against tomonts (at 40 mg L") and theronts (from 2.5 mg L™"). This substance caused
morphological deformations and changes in the permeability of the plasma
membrane, thus allowing the entry of water and causing the death of these parasite
forms. However, the same study reported the lack of in vivo activity of
pentagalloylglucose against trophonts on catfish (Zhang et al., 2013). On the other
hand, polar (methanolic) and nonpolar extracts (petroleum ether) of the plants
Mucuna pruriens (Fabaceae) and Carica papaya (Caricaceae) showed potential for
the treatment of ichthyophthiriasis, due to the increased survival of fish and decrease
in the number of trophonts / fish (Ekanem et al., 2004). Similar results were found for
the alkaloids isolated from the methanolic extract of Toddalia asiatica (helerythrine at
1.8 mg L' and chloroxylonine at 8.0 mg L™") (Xiao-Feng et al., 2014) and also for two
steroidal saponins (gracillin at 1 mg L' and zingibernsis at 5 mg L"), isolated from
Costus speciosus (Zheng et al., 2015). These results suggest that mainly the polar
characteristics of extracts and isolated constituents may influence their activity
against trophonts. Since trophonts are located on the skin of the fish,
pharmacokinetic factors as absorption, distribution, metabolism and excretion

interfere with the effectiveness of the drugs tested.
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The presence of these receptors was not reported in Gyrodactylus sp. yet, but
their occurrence have been described in other helminth species (Mendonga-Silva et
al. 2004) and the authors suggest this as a possible site of action for anthelmintics.
Another indication of a possible involvement of GABA receptors in the anthelmintic
action of EOA is the fact that this EO has presented larvicidal activity against
damselfly (Silva et al., 2014), for which the presence of GABAAa receptors has been
described (Vieira et al., 2005).

GABAAa receptors in . multifilis have not been described, but their presence
has been reported in ciliated protozoa (Ramoino et al., 2004; Ramoino et al., 2010).
In the protozoa Dictyostelium discoideum, changes in extracellular GABA
concentrations are related to the development of its different stages of life (Wu and
Janetopoulos, 2013). This mediator has importance mainly in encysting of parasites,
stage that is characterized by being a form of resistance of protozoa to environmental
changes and drugs (Jeelani et al., 2012). Therefore, GABA may be related to the
persistence of viable tomonts in the aquatic environment, influencing the
transmission of ichthyophthiriasis. The AEO demonstrated the ability to inhibit the
development of tomonts to give theronts in in vitro experiment, a possible indication
of AEO effect on GABAergic system. Therefore, further studies are needed to
confirm the presence of GABAA receptors in Gyrodactylus sp. and I. multifilis, as well
as to evaluate the AEO isolated compounds on it, including pinocamphone and its

analogues.

5. Conclusion

This study showed that AEO have potential use as a natural alternative to

current chemotherapy for treating G. lilianae infection in fish. In vitro screening
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showed to be a proper evaluation methodology of anthelmintic phytochemicals, since
this evaluation reproduces the results found in vivo. Although AEO showed activity
against . multifiliis in vitro and the in vivo effect could be demonstrated in the
intermediate evaluation period, the protocol used in this work need to be improved,
before AEO can be recommended to treat infections caused by this protozoan.
Further studies are necessary to determine the best protocol to treat or prevent

infections caused by I. multifiliis using AEO.
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Table 1 - Chemical composition of the essential oil of Aloysia gratissima (AEQO)

Constituent AEO (%) RT Rl cal Rl lit
B-myrcene 2.86 12.78 991 9911
p-cymene 11.88 14.04 1023 1023’
Sylvestrene 0.72 1420 1027 1027’
Eucalyptol 1.85 14.29 1030 1029’
5-isopropyl-2-methylbicyclo (3.1.0)hexan-2-ol 9.79 15.79 1068 1067’
Terpinolene 3.07 17.02 1099 1097
Isopinocarveol 2.82 18.46 1138 1136’
Pinocamphone 1.79 19.38 1163 1163’
Isopinocamphone 5.04 19.80 1174 117412
4-terpineol 1.27 19.93 1177 1177
Myrtenal 1.15 20.63 1196  1196"
Z-pinocarvyl acetate 0.61 2425 1300 1298"2
B-caryophyllene 12.97 28.15 1420 1420°
a-caryophyllene 2.92 29.20 1454 1454
germacrene D 19.98 30.07 1482 1482
Bicyclogermacrene 2.82 30.56 1498 1498
germacrene B 9.36 32.34 1559 1557
Spathulenol 1.29 3293 1579 1580
caryophyllene oxide 1.55 33.11 1585 1585’
Guaiol 0.62 33.52 1599 1599’
Bulnesol 1.71 3543 1669 16672
Identified components 96.07

RT: Retention time

RI calc: Calculated retention index.

RI lit: Literature retention index NIST (2008) and 2Adams (2009).



707  Table 2. Antiparasitic activity of essential oil of Aloysia gratissima against G. lilianae

708 in vitro (P<0.05). Probit Analysis (Finney, 1971).

Time ECs0+SE ECo0tSE
X2 Intercept Slope

(h) (mg L") (mg L")
0.5 108.9+ 34.8 2540.4+2758.9 2.32 3.09 0.94
1.0 28.9154 911.44790.2 0.63 3.75 0.86
2.0 6.9+4.9 84.8+74.2 1.90 4.01 1.17
3.0 57+2.2 31.1+4.7 0.14 3.68 1.74

709 ECso: effective concentration 50%
710 ECoo: effective concentration 90%
711 SE: Standard error

712
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100

713  Fig. 1 Effect of A. gratissima essential oil on Gyrodactylus lilianae (Means £ SD). (A)
714 In vitro assay. Bars with the same capital letters at the same time and lower case
715  letters at the same concentration do not differ (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U
716  test, P<0.05). (B) in vivo assay. (*) indicates significant from control and ethanol
717  groups at the same time (multiple comparisons, Kruskal-Wallis, P<0.05).
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Fig. 2 (A) Survival of silver catfish infected with I. multifiliis and treated with different
concentrations of Aloysia gratissima essential oil (AEO). (*) indicates significant
difference from the control group (0.0 mg L' AEO) and (#) indicates significant
difference from the positive control group (4 g L' NaCl) at the same period (Kaplan—
Meier survival analysis with Log-rank test, P<0.001 and Holm-Sidak method,
P<0.05). (B) AEO effect on trophonts of infected silver catfish fish as a function of
time. Different letters indicate significant difference at the same time of analysis

(Scheirer-Ray-Hare extension of Kruskal-Walis followed by Nemenyi test, P<0.05).
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Abstract

Parasitic diseases are responsible for great economic losses both in conventional and organic fish
farming and pharmacological treatments with good effectiveness for organic farming are still scarce. The
objective of this study was to analyze the antiparasitic activity of essential oils (EOs) of Nectandra grandiflora
(GEO) and Nectandra megapotamica (MEO) against Gyrodactylus lilianae and Ichthyophthirius multifiliis
found in juvenile Rhamdia quelen. The effective concentrations were determined by in vitro tests. The in vivo
tests against G. lilianae consisted of two baths lasting 1h with an interval of 24 h between them (50 and 200 mg
L' for GEO and MEO, respectively). Only GEO was tested in vivo against 1. multifiliis through bath for five
days, at 15 mg L. The chemical composition of extractives were analyzed by gas chromatography. MEO,
composed mainly of a-pinene, B-pinene, limonene and globulol, showed 50% effective concentration (ECso) of
65.2 and 79.2 mg L' in vitro against G. lilianae and I multifiliis, respectively. For GEO, dehydrofukinone,
bicyclogermacrene, a-pinene and [B-E-ocimene were the major components. GEO ECso in vitro against G.
lilianae and I. multifiliis were 39.6 and 9.6 mg L', respectively. The in vivo tests against G. lilianae detected an
anthelmintic efficacy (AE) of 90.7% and 95.6% after the first bath for MEO and GEO, respectively, and 100%
AE was achieved after the second bath for both EOs. /n vivo GEO application against /. multifiliis resulted in
increased survival of treated fish. Both EOs showed potential for commercial development of new antiparasitic

drugs.

Palavras chaves: Antiprotozoan, anthelmintics, fish, silver catfish, Rhamdia quelen, terpenoids.
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Introduction

The intensification of the global aquaculture has been vulnerable to disease outbreaks that result in
partial or total production losses (Bondad-Reantaso et al. 2005). This vulnerability is related to the difficulties of
adequate control of the main factors that cause diseases such as high population density, periodic handling of
animals, poor water quality, temperature changes, nutritional deficiencies and lack of sanitary conditions. These
result in physiological changes such as stress and immunosuppression, favoring the appearance of diseases,
particularly parasitic diseases (Naylor et al. 2000; Cabello 2006; Quesada et al. 2013; Oidtmann et al. 2013).

One of the main causes of fish mortality in the wild are parasitic diseases (Dargent et al. 2013) and
therefore, they also are among the leading causes of losses in fish culture systems. There are parasites of
worldwide distribution, such as Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, 1876 (Matthews 2005; Elsayed et al. 2006;
Forwood et al. 2015), and Gyrodactylus spp. (Boeger et al. 2003; Harris et al. 2004; Bakke et al. 2007). Both are
able to cause high mortality in a wide variety of fish species, both in the wild and culture systems (Bakke et al.
2002; Garcia-Vasquez et al. 2007).

Ichthyophthirius multifiliis known popularly as "ich", is a ciliated protozoan that affects freshwater fish
causing ichthyophthiriasis, responsible for extensive economic losses in fish farming. This presents an obligatory
parasitic phase, trophont, which settles on the skin of freshwater fish and feeds on mucus and tissues. The
presence of a trophont is characterized by a white spot on the skin of the host, which is the origin of the popular
name of "white spots disease". After undergoing maturation, the trophont releases the tomont in water and this
process causes a lesion in the host skin, favoring the attack of other microorganisms such as bacteria, fungi and
virus, which further weaken the fish. The tomont is a resistance form capable of surviving days in the aquatic
environment. Its maturation originates the tomite, which releases many theronts, the infestative forms of the
parasite. These usually survive only a few hours in the water if they do not find a host (Matthews 2005; Cassidy-
Hanley et al. 2011; Coyne et al. 2011; Shinn et al. 2012; Forwood et al. 2015).

Gyrodactylus species can attack fresh- and saltwater fish. They are obligatory parasites, viviparous and
have the ability to change between sexual and assexual reproduction, allowing exponential population growth in
a short period (Cable and Harris 2002; Bakke et al. 2007). They predominantly parasitize the gills and body
surface of their hosts (Poulin, 2002). The lesions provoked by the parasite adherence causes osmoregulatory
changes in the host, making it more susceptible to infections caused by bacteria, fungi and other parasites
(Collins et al. 2002; Martins et al. 2011; Pettersen et al. 2013). The most important representative of this genus is
Gyrodactylus salaris Malmberg, 1957, which devastated the Atlantic salmon (Salmo salar Linnaeus, 1758)
industry, causing losses around € 500 million (Bakke et al. 2007). However, other species of this genus can also
cause significant economic losses in fish farming (Abd El-Galil and Aboelhadid 2012; Friedman et al. 2014.).

The treatment of parasitosis caused by I. multifiliis and Gyrodactylus spp. is difficult. In general, the
treatments available are of low efficacy, expensive and not always safe to the host and/or handler. Thus, many
studies have been conducted with the goal of finding more promising alternatives, both with the use of synthetic
substances, as well as those of natural origin (Schelkle et al. 2009; Picon-Camacho et al. 2012). Natural
products, when used in the form of plant extracts can be employed in organic farming systems. Besides having
potential antiparasitic activity, they also contribute to making aquaculture more sustainable to the consumer

market (Brazil 2011; Prein et al. 2012; Diana et al. 2013). Medicinal plants extracts, as essential oils (EOs), are
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considered less toxic, more ecofriendly and biodegradable that antiparasitic of synthetic origin (Rahuman et al.
2008; Zhang et al. 2013; Zheng et al. 2015). Some EOs present immunostimulant (Chakraborty and Hancz 2011)
and antiparasitic activities (Schelkle et al. 2015; Trailovi¢ et al. 2015; Hashimoto et al. 2016; Soares et al. 2016;
Valladdo et al. 2016).

The Lauraceae is an important family of trees that produce EOs, and among its representatives
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez, 1902 and Nectandra grandiflora Nees & Mart. ex Nees, 1883 (Amaral
et al. 2015; Garlet et al. 2015) can be found. Both are used in folk medicine for the treatment of various
pathologies (Pio-Correa 1984; Ahmed et al. 2008; Silva Filho et al. 2008). The EOs of N. megapotamica and N.
grandiflora had their sedative, anesthetic (Tondolo et al. 2013) and larvicide actions (Silva et al. 2014) evaluated
for employment in aquaculture, but to date there is no report of the evaluation of the antiparasitic activity of the
EOs obtained from these species. Thus, the objective of this study was to evaluate the activity of EOs of N.
megapotamica and N. grandiflora against the parasites I. multifiliis and Gyrodactylus lilianae Boeger, Razzolini,
Murari & Baldisserotto, 2016 which affect juvenile silver catfish (Rhamdia quelen Quoy & Gaimard, 1824).
This fish species is native to southern Brazil and very susceptible to these parasites, which cause economic

losses (Miron et al. 2003; Garcia et al. 2007; Baldisserotto 2009; Boeger et al. 2016).

Materials and methods

Plant material, extraction of Nectandra megapotamica and N. grandiflora essential oils, and determination

of their chemical composition

The fresh leaves of Nectandra megapotamica and Nectandra grandiflora were collected in their natural
habitat in Santa Maria and Jaguari (RS), Brazil, respectively. The species were identified by Prof. Dr. Solon
Jonas Longhi and a voucher specimen of each one was deposited in the herbarium of the Department of Biology
of the Federal University of Santa Maria (UFSM) (SMDB SMDB 13,107 and 13,162, respectively).

The essential oils (EOs) were obtained by hydrodistillation, using the Clevenger type apparatus for 3 h
(British Pharmacopoeia 2007) in triplicate. After determining yield and density, EOs were stored at -4 ° C in
amber glass until test procedures.

The identification of the components of the EOs of N. megapotamica (MEO) and N. grandiflora (GEO)
was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) in a hyphenated Agilent 7890A
system, equipped with a mass selective detector 5975C series. Analyses parameters: Split inlet (1:100, v/v),
carrier gas: He (flow at ImL/min); an HP5-MS capillary column (5% phenyl, 95% methylsiloxane, 30 m x 0.25
mm i.d .x 0.25 pm); oven temperature program: 40 °C (Ti) for 4 min, 40-320 °C, 4 °C/ min; injector
temperature: 250 °C; interface temperature: 250 °C; ionization energy: 70 eV; Data bank: NIST, 2008. The
components of EOs were identified by comparing their retention index (RI) determined by using a calibration
curve obtained from a homologous series of n-alkanes (C8-C32) injected under the same chromatographic
conditions of the samples and on basis of their mass spectra with literature data (NIST 2008; Adams 2009). The
EOs components were quantitatively determined using an Agilent 7890A gas chromatograph system with a
flame ionization detector (GC-FID). The analysis parameters were equivalent to those mentioned above, except

for the following: splitless mode; Injector and detector temperature: 300 ° C.
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Animals

Juvenile silver catfish were purchased from the fish farming at the Federal University of Pelotas
(UFPEL) (3.55 £ 0.63 g, 7.37 + 0:33 cm) for the experiments with the N. megapotamica EO (MEO), while those
for the experiments with N. grandiflora EO (GEO) (9.55 = 2.1 g; 10.12 = 1.03 cm) were acquired from a fish
farming in Cruz Alta (RS, Brazil). Animals were transported to the Fish Physiology Laboratory at the Federal
University of Santa Maria and were acclimated in 250 L tanks with constant aeration and controled water
parameters.

Prior the tests with MEO, through acclimation (20 days) fish showed clinical signs of monogeneans
infection. The parasite was identified as Gyrodactylus lilianae by Dr. Walter A. Boeger, at the Federal
University of Parand (UFPR). On the fifth day of acclimation for tests with GEO fish presented infection by 1.
multifilis, and then the in vivo and in vitro experiments were conducted. Fish not used in the experiment were
treated with 4 g L' sodium chloride for five days, and 15 days after the end of the infection, animals were
exposed to water contaminated with G. lilianae (from the fish acquired from UFPEL) over a period of 15 days.
Once gyrodactylosis was detected, the in vitro and in vivo experiments with GEO were carried out.

The water parameters were controled as follows: dissolved oxygen and temperature were measured by
an Y5512 oxygen meter (MEO experiment: 6.97 + 0.32 mg L' and 21.7 + 0.8°C; GOE experiment: 7.36 = 0.28
mg L and 20.4 + 0.6°C). The pH was determined by a DMPH-2 pH meter (MEO experiment: 7.25 + 0.14; GEO
experiment: pH 7.40 £+ 0.17). The total ammonia levels were determined by the salicylate method (Verdouw et
al. 1978) (MEO experiment: 2.3 + 0.06 mg L!; GEO experiment: 2.03 £+ 0.56 mg L!). Levels of un-ionized
ammonia (NH3) were calculated in accordance with Colt (2002) (MEO experiment: 0.03 + 0.01 mg L*'; GEO
experiment: 0.01 £ 0.045). The water hardness was measured by EDTA titration method (Eaton et al. 2005)
(MEO experiment: 37.26 + 1.90 mg CaCOs L!; GEO experiment: 36.81 + 0.44 mg CaCO; L!). The fish were
fed once a day with commercial feed (42% crude protein, Alisul / Supra® - Brazil). Room temperature was set at

22+1°C.

Assays against Gyrodactylus lilianae

In vitro

Fish maxillary barbels heavily infested by G. lilianae were removed after euthanasia by section of the
spinal cord, and divided into smaller fractions (2-3 mm), with each fragment containing an average of 35 £ 5
parasites. For the test, 24 well polystyrene plates were used and in each well 1 mL of water, the concentration of
EO to be tested and a fragment of parasitized barbel were added. The EOs were previously diluted in ethanol
(1:30) for their complete dissolution in water. The solutions tested were (in triplicate): MEO (50, 125, 250, 500
mg L), GEO (10, 25, 50, 100 mg L), an ethanol control with the highest concentration of ethanol used for
dilution and a water control (without the addition of any substance). The mortality of the parasites was assessed
after 1, 2 and 3 hours of exposure and the parasites were considered dead when they showed no movement after

five continuous minutes of observation (Ekanem et al. 2004a).
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In vivo

The EOs concentrations to be tested were obtained after the in vitro assays and preliminary pilot assays.
Imersion baths of fish parasitized with G. /ilianae were carried out using 2 L plastic aquaria containing 1 L of
continuously aerated freshwater. The treatment protocol consisted of two 1 h baths, with 24 h interval between
them. The animals were divided in three groups, in triplicate, for each EO. MEO: 200 mg L', ethanol control
group (containing the equivalent ethanol concentration of the treatment group, 1800 mg L), water control
(without the addition of any substance) (n= 8 each group). GEO: 50 mg L', ethanol (450 mg L") and water
control groups (n= 6 each group), in triplicate.

The parasite count was performed with a stereomicroscope (10x total magnification) before and after
baths, and afterwards each 24 h through seven days. Between the baths and after the treatment protocol, fish
were maintained in 10 L aquaria. The anthelmintic efficacy (AE) was calculated by the following equation (JI et
al. 2012):

AE=[C-T]x100%/C
Where:
C: average number of surviving parasites in ethanol and water

T: average number of surviving parasites in the treated group

Assays against Ichthyophthirius maultifiliis

In vitro

The methodology was adapted from Zheng et al. (2015): the assay was carried out using 24 well
polystyrene plates. In each well 1 mL of water, the concentration of EO to be tested and 4-6 tomonts collected
with a pipete from the aquarium water with a highly parasitized fish. The EOs were dilluted in etanol (1:10) and
afterwards in distilled water (1:100). The concentrations tested were (in triplicate): 50, 80, 100, 200, 300 and 500
mg L' for MEO and 10, 25, 50 and 100 mg L' for GEO. An ethanol control containing the highest etanol
concentration used in assay and a water control (without the addition of any substance) were also performed.

The tomonts were observed with a stereomicroscope (10x total magnification) aiming to detect
alterations in their morphological characteristics. The parasites were considered dead when no internal motility,
abnormal cell division or no production of theronts were observed within 26 h. After this period, the tomonts

were observed daily for seven days. The assay was performed at 22 + 1° C.

In vivo

Silver catfish parasitized with 1. multifiliis were exposed to 15 mg L' GEO, a negative control (0.0 mg
L' GEO) and a positive control (sodium chloride 4 g L) in triplicate (n = 8 each replicate) in 40 L aquaria (22 £
2 °C). Water of the aquaria was 50% replaced every 24 h for 5 days and GEO and NaCl concentrations were
proportionally adjusted. After this period, 50 % of the water was daily changed, but without replacing GEO until
the end of the experiments, when all the fish of the negative control died. Fish were fed once a day after the

water change. The count of white spots (trophonts) was performed daily using a stereomicroscope (10 X). The
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results were expressed according to Bush et al. (1997) by the infestation intensity (number of white spots in each
juvenile body divided by the number of infected fish in each aquarium) and prevalence (numbers of infected fish
/ total number of fish x 100). The initial intensity of infestation was 14.3+7.7, while the prevalence detected was

100%.

Statistical analysis

The results of in vitro evaluation against G. lilianae and I. multifiliis were submitted to Probit analysis

for the calculation of the ECso (median effective concentration), ECo (90% effective concentration) and ECo
(99% eftective concentration) of the EOs at 95% confidence level (Finney 1971).
Data from the count of G. lilianae in the in vivo test were not homocedastic according to Levene’s tests, so
analysis was performed by Kruskal-Wallis followed by the multiple comparisons of mean ranks for all groups
(P<0.05). Data from the intensity and infestation prevalence from the in vivo experiment against 1. multifiliis
were also not homocedastic and therefore the Scheirer-Ray-Hare extension of Kruskal-Wallis test, followed by
Nemenyi post hoc test were applied (P<0.05). The fish survival analysis was done by Kaplan Meier with Log
Rank test (P<0.001) and multiple comparison tests (Holm-Sidak method) (P<0.05).

Results and Discussion

The EOs of the present study are composed of terpenoid derivatives. In MEO occurred the
predominance of monoterpenoids (53.91%) while in GEO sesquiterpenoids predominated (57.19%) (Table 1).
MEO showed yield of 0.26% and density of 0.912 g mL"! and its major constituents were identified as o-pinene
(25.50%), P-pinene (15.45%), globulol (10.50%), limonene (8.21%), pB-bisabolene (6.10%) and allo-
aromandendrene (4.70%). These results are in agreement with those found by Amaral et al. (2015), which
described the prevalence of monoterpenoids, including the a-pinene, B-pinene and limonene in MEO, diverging
from the study of Torres et al. (2014), which reported sesquiterpenoids as major components for this EO. These
results reinforce the need to determine the chemical composition of EOs used in pharmacological activity assays.
The chemical composition of an EO is subject to the influence of several factors, among them: environmental
(geography, seasonality and growing conditions), intrinsic (genetic, circadian cycle and part of the plant) and the
selected extraction method (solvent, temperature and time) (Gobbo-Neto and Lopes 2007; Figueiredo et al. 2008;
Barra 2009).

In GEO extraction, the obtained yield was 0.71% and the density 0.9321 g mL"'. This EO presented as
major components dehydrofukinone (17.08%), bicyclogermacrene (11.47%), a-pinene (4.98%), B-E-ocimene
(4.56%), valencene (4.44%) and kaurene (4.25%) (Table 1). Similar data were described by Silva (2013), and
dehydrofukinone was already isolated from GEO by Garlet et al. (2015), which described the activities of GEO
major compound on cortisol and its depressant action on central nervous system in silver catfish.

The EOs demonstrated antiparasitic activity against G. lilianae dependent on exposure time and
concentration in the in vitro experiments (Table 2). MEO showed ECgo of 111.8 (89.9 - 210.0) mg L' and GEO
69.6 (18.5 - 261.9) mg L' for the period of 1 h. These data show that GEO is more effective in vitro than MEO.
The treatment protocol using baths showed anthelmintic efficacy of 90.7% for MEO and 95.6% for GEO after
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the first bath. However, after the second bath, an anthelmintic efficacy of 100% was achieved for both protocols
with EOs (Figure 1 a and b). In both protocols, significant lower number of parasites in each fish after the first
and second baths were observed when compared to controls (P<0.05). The diluent of the EOs (ethanol) did not
have activity against G. lilianae in the proposed protocol (P>0.05). As the initial number of G. lilianae in each
juvenile was different at the beginning of the experimental protocols with MEO and GEOQ, it is not possible to
compare the results obtained for both EOs. Juvenile mortality was not observed for the group treated with MEO,
but in the group treated with GEO there was 8.33% mortality after the second bath. The main constituent of
GEO, dehydrofukinone, did not induce side effects in silver catfish exposed to 2.5 to 20 mg L' for 24 h (Garlet
et al. 2015). It is unlikely that this substance is responsible for the observed mortality, since the juveniles were
exposed for a shorter period of time and at a dehydrofukinone concentration of 8.54 mg L' (estimated from
GEO chemical composition, see Table 1) in each bath.

Due to the complex chemical composition of the EOs often toxic or pharmacologic properties result of
synergism and/or additive effects of the various constituents. Moreover, the diversity of EOs constituents allows
that multiple mechanisms of action may be involved in antiparasitic activity, and so hindering the resistance of
parasites to these extractives. This is an important advantage of the use of complex mixtures of components in
relation to the isolated constituents for different biological activities (Sereno et al. 2007; Bakkali et al. 2008;
Biavatti 2009; Gémez-Rincon et al. 2014; Langeveld et al. 2014; Reverter et al. 2014).

The EO of Melaleuca alternifolia Cheel, 1924 solubilized in Tween 80 reduced the number of
Gyrodactylus spp. in naturally infected fish (Gasterosteus aculeatus) when used at 3 and 30 mg L' for 19 h
(Steverding et al. 2005). A commercial product based on EO of Melaleuca cajuputi Powell, 1809 containing
eucalyptol and limonene as major constituents, showed 65.2% efficacy against Gyrodactylus turnbulli Harris,
1986, in Poecilia reticulata, after a seven days bath at 132 pL L"!. Another commercial product obtained from
the EO of Pimenta racemosa (Mill.) Moore, 1933, which presented eugenol and B-myrcene as major
components, demonstrated efficacy of 32% in the same treatment protocol (Schelkle et al. 2015).

Among the constituents reported by Schelkle et al. (2015), only eugenol was not found in the EOs of the
present study, but the other constituents (eucalyptol, limonene and B-myrcene) are in low concentrations in GEO
and may contribute to its anthelmintic efficacy. On the other hand, one of MEO major constituents is limonene
(8.21%), and plant extracts in which this compound was described as the major compound showed anthelmintic
activity (Abdelgader et al. 2012, Gainza et al. 2015). The antiprotozoal activity of limonene against Leishmania
amazonensis Lainson & Shaw, 1972 by acting on the fluidity of the plasma membrane of the parasite was also
described (Camargos et al. 2014). Limonene may interact with eucalyptol in the antimicrobial activity resulting
in antagonistic, additive or synergistic interactions effects depending on the concentration and type of
enantiomer found in the EO (Vuuren and Viljoen 2007). In addition, eucalyptol can interact with octapamine
receptors (Khanikor et al. 2013), which were described for gyrodactylids, compounds that act on them have the
potencial to cause neuromuscular disorders that can result in death of the parasite (Brooker et al. 2011).

The inhibition of maturation of I. multifiliis tomonts to produce theronts was evaluated, and the ECog
was calculated only within 26 h (Table 3). After this period, the results did not change and the theronts
development in the negative control occurred within 22 h. ECo for MEO was 172.4 (127.0-365.2) mg L' and for
GEO 24.1 (20.6-30.0) mg L-!, results that may be considered relevant, since tomonts are characterized by

showing increased resistance to pharmacological available treatments (Buchmann et al. 2003; Yi et al. 2012;
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Ling et al. 2013; Zhang et al. 2013). There was no release of theronts (infestative forms), which are generally
more susceptible to the antiparasitics of both plant origin (Ling et al. 2012; Yi et al. 2012) and synthetic ones
(Buchmann et al. 2003; Rowland et al. 2009).

a-pinene is MEO major constituent and is among the main compounds of GEO. Essential oils having a-
pinene as main constituent had in vitro antiprotozoan activity already reported (Boyom et al. 2011; Essid et al.
2015; Mahmoudvand et al. 2015). The o-pinene in the isolated form had anti-Leishmania activity with ECso of
19.7 mg L' after 72 h exposure, as well as low cytotoxicity (cytotoxic concentration 50% 614.1 mg L) to
human macrophages and erythrocytes (Rodrigues et al. 2015). In the present study, the ECso of MEO against /.
multifiliis was 79.2 mg L. The a-pinene is also present in the GEO in lower concentration (4.98%) which
showed ECso of 69.6 mg L}, so a-pinene probably contributes to the antiprotozoal activity of both EOs evaluated
in this study. The antiparasitic activity described for a-pinene could be related to its inhibitory action on
acetylcholinesterase (AChE) (ICso 0.062 mg mL'). Similarly, B-pinene, present in MEO (15.45%) and GEO
(3.84%), also acts on this enzyme, with ICsp of 0.190 mg mL"! (Seo et al. 2015). Other minor monoterpenoids of
the EOs evaluated in the present study (eucalyptol and myrtenal) also act by inhibiting AChE (Kaufmann et al.
2011). Considering that AChE activity in the nervous system of Gyrodactylus derjavini Mikailov, 1975 was
previously described (Buchman 1998), the eventual action of these terpenoids on the nervous system of G.
lilianae could explain the anthelmintic efficacy detected in this study.

GEO showed lower effective concentrations (ECoo 51.3 mg L!) in the in vitro experiment against /.
multifiliis compared to MEO (ECys of 325.3 mg L!). Thus, a treatment protocol to treat ichthyophthiriasis in
silver catfish was proposed only for this OE, which was more effective. GEO in vivo experiment showed the
ability to increase the survival of the treated group with 15 mg L'! from the 13th day, when compared to the
negative control group (P<0.05). However, when the treated group was compared with the positive control,
significant difference was observed only from the 17th day, remaining until the end of the experiment (P<0.05).
The experiment ended when all fish of the negative control group died (Figure 2a). The increasing survival of
fish with ichthyophthiriasis has been reported in treatments with Melaleuca alternifolia EO, given as daily baths
lasting 2 h (for five days) at 50 uL L. However, in the chemical composition of this EO monoterpenoids
predominated, being terpinen-4-ol (44%) and y-terpinene (22%) the major ones (Valladao et al. 2016). Of these
components, only the terpinen-4-ol is present in GEO as one of the minor constituents (0.1%), and therefore
other components may be influencing the observed results. Other plant extracts already demonstrate the ability to
increase the survival of fish infected with Ich (Ekanem et al. 2004b; Ling et al. 2012).

GEO presented in vivo activity against I. multifiliis detected by observing the decrease of infestation
intensity between days 6 and 9 and after the 21th day, remaining until the end of the experiment compared with
the negative control group (Figure 2b). This decrease may be due to the direct activity of GEO on tomonts,
inhibiting the release of theronts (infestative form). Consequently, a reduction of the number of trophonts in vivo
would occur (Ling et al. 2013), provoking the significant reduction of the infestation prevalence on the ninth day
of experiment (P<0.05) (Figure 2c¢). GEO concentration was kept constant in the first five days of the in vivo
experiment, and afterwards it decreased 50% per day. Precisely at the begining of the period of concentration
decrease, the effect of GEO on the prevalence and infestation intensity could be observed.

The analysis of the survival, intensity and infestation prevalence data indicate that complete elimination

of I. multifiliis did not occur, but GEO had the ability to increase the survival of silver catfish juveniles with
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ichthyophthiriasis. Therefore, there is the need of further studies in order to evaluate whether these data
correspond to an antiprotozoal activity in vivo or if other mechanisms could be related to the observed results,
such as a GEO action on the immune system of silver catfish. Many plant extracts that exhibit antimicrobial
activity in vivo act mainly on fish immune system and not directly on the pathogen (Vaseeharan and Thaya 2014;
Newaj-Fyzul and Austin, 2015). In addition, other management strategies could be coupled to pharmacological
treatment with GEO, aiming to control ichthyophthiriasis (for example, temperature rise of the water in culture
tanks).

Dehydrofukinone, GEO major constituent, presents activity on GABA (gamma-aminobutyric acid type
A) receptors (Garlet et al. 2015). These receptors, although not described in G. lilianae and I. multifiliis, were
described in other helminths (Mendonga-Silva et al. 2004) and protozoa (Ramoino et al. 2004; 2010; Wu and
Janetopoulos 2013). The action on GABA is one of the action mechanisms of ivermectin, a macrocyclic lactone
(Brown et al. 2012; Hernando and Bouzat 2014) which displays antiparasitic activity against monogeneans at
concentrations above 10 mg L' (Reimschuessel et al. 2011). Piperazine, when added to the fish diet (40 mg kg’
1, is a example of antiprotozoal which has the capacity to reduce the number of trophonts by acting on the
GABA receptors (Tojo and Santamarina 2001; Hondebrink et al. 2015).

Bicyclogermacrene, GEO second major constituent (11.47%), was also detected in the EO of Annona
vepretorum Mart., in this case as the major component (39%). This EO showed antiprotozoal activity with an
ECso of 20 mg L' against Trypanosoma cruzi (Meira et al. 2015). Nevertheless, GEO showed ECsp of 9.6 mg L
for 1. multifiliis, and so suggesting a possible antiprotozoal activity resulting also from the presence of
bicyclogermacrene.

Results of biological tests performed with EOs of other Nectandra species may also provide
information about the possible active substances of the oils under study. The EO of Nectandra leucantha Ness &
Mart., 1833 showed in vitro cytotoxic activity (ICsoabove 33 + 1 g L) against human tumor cell lines. This EO
presented as major constituents bicyclogermacrene (28.44%), germacrene A (7.34%), spathulenol (5.82%),
globulol (5.25%), a-pinene (6.59%) and B-pinene (4.57%). In the same study, bicyclogermacrene in the isolated
form showed ICs of 3.1 £ 0.2 ug L' for the various tested cell lines (Grecco et al. 2015) and has also presented
antiprotozoal activity (Capello et al. 2015). All of these are constituents of GEO, and only bicyclogermacrene
and germacrene A and are not present in MEO. Other componentes of the EOs evaluated in this work, as B-
elemene, germacrene D, PB-caryophyllene and eucalyptol, when isolated from other plants, also showed
antiprotozoal activity (Soares et al. 2013; Capello et al. 2015; Essid et al. 2015).

The GEO presented antiparasitic activity in lower concentrations than MEO, and an analysis of their
chemical composition evidenced that there is a higher concentration of sesquiterpenoids in GEO. Several studies
report that EOs with this class of major constituents have better antiparasitic activity when compared to EOs
with a higher proportion of monoterpenoids. Overall, evaluations of antiparasitic activity result of parasitism
evaluations (reduction of parasites number, intensity and infestation prevalence) or even the death of the parasite
(Moura-do-Carmo et al. 2012; Dias et al. 2013; Soares et al. 2013; Capello et al. 2015; Grecco et al. 2015).
However, although higher concentrations of MEO are necessary for antiparasitic activity, this oil was safer for
fish.

The results obtained in the in vitro and in vivo tests with MEO and GEO against G. lilianae showed a

good correlation, once the effective concentrations found by in vitro tests are effective also in vivo. Gyrodactylus
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lilianae is an ectoparasite (Boeger et al. 2016) and consequently the antiparasitic activity of the EOs is not
subjected to pharmacokinetic factors related to the host (absorption, distribution, metabolism and excretion).
However, these factors play a role in the in vivo test with GEO against 1. multifiliis, since the trophonts are
housed in the host epidermis and the constituents of the EOs absorbed may have a direct effect on the parasite
(Matthews 2005; Cassidy-Hanley et al. 2011; Coyne et al. 2011).

The EOs studied in this work could also be acting directly on the tegument of the parasites. Plant
extracts and their isolated constituents have shown this mechanism of action for the antiparasitic activity against
monogeneans and I. multifiliis (Ling et al. 2012; Ji et al. 2012; Zhang et al. 2013; Fu et al. 2014). Essential oils
have the ability to destroy the tegument of parasites through depolarization and vacuolization of the plasma
membrane, and may also cause cytoplasmic and nuclear changes (Bakkali et al. 2008; Oliveira et al. 2012;
Camargos et al. 2014; Raut and Karuppayil, 2014).

The EOs of the Lauraceae species evaluated in this study presented 100% anthelmintic efficacy against
G. lilianae in vivo. Both EOs showed in vitro activity against 1. multifiliis, and the GEO demonstrated ability to
increase survival of fish with ichthyophthiriasis. The observed effects are probably due to the interaction of
various components through additive and/or synergistic action. These results are of great importance for the
development of new commercial products for organic and conventional fish farming. Furthermore, they can
contribute to the development of other antiparasitic of importance to veterinary medicine, which are more

effective and safer for the environment, animals and man.
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Table 1 Chemical composition of the essential oils of Nectandra megapotamica (MEQO) e Nectandra grandiflora

(GEO) leaves

Compound RI cale RI ref MEO % GEO %
a-pinene 932 932 25.50 4.98
camphene 944 945 - 0.29
B-pinene 974 974 15.45 3.84
B-myrcene 990 990 - 0.30
a-terpinene 1013 1012 - 0.03
limonene 1025 1026 8.21 0.50
eucalyptol 1028 1028 1.01 0.33
B-Z-ocimene 1038 1037 - 0.84
B-E-ocimene 1039 1048 - 4.56
a-terpinolene 1086 1085 - 0.06
B-linalool 1100 1100 - 1.12
Z-pinocarveol 1138 1138 1.07 1.07
E-p-mentha-2,8- 1136 1138 0.50 :
dien-1-ol
pinocarvone 1163 1163 0.57 -
terpinen-4-ol 1175 1175 - 0.10
Z-3-hexenyl-1- 1187 1186 . 0.50
butyrate
myrtenal 1197 1194 1.60 -
borneol acetate 1285 1285 - 0.30
d-elemene 1337 1338 - 0.27
B-bourbonene 1385 1388 - 0.20
B-elemene 1392 1392 1.10 1.27
E-a-bergamotene 1407 1415 0.53 -
B-caryophyllene 1419 1418 1.48 0.68
Z-o-bergamotene 1417 1427 0.45 -
a-guaiene 1442 1440 - 1.21
aromadendrene 1440 1441 0.80 -
epi-B-santalene 1449 1450 0.33 -
a-caryophyllene 1454 1454 1.91 0.36
cedrene 1458 1449 3.14 -
allo- 1462 1463 4.70 -
aromandendrene
dehydro 1458 11468 - 0.19
aromadendrene
drima-7,9(11)- 1471 1471 - 3.85
diene
a-amorphene 1478 1475 1.10 -
T-muurolene 1482 1480 - 1.03
germacrene D 1483 1483 0.58 -
valencene 1488 1488 - 4.44
viridiflorene 11496 1493 0.79 -

B -guaiene 1501 1499 0.35 -
bicyclogermacrene 1500 1500 - 11.47
B -bisabolene 1510 1508 6.10 -
germacrene A 1506 1509 - 0.93
y-cadinene 1516 1514 0.46 0.11
d-cadinene 1524 1523 - 0.10
kessane 1541 1539 - 1.65
2(1H)-

Naphthalenone, 7-

ethynyl- 1546 1543 - 0.11
4a,5,6,7,8,8a-

hexahydro

elemol 1550 1550 0.10

nerolidol 1565 1566 2.40 -
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Spathulenol 1580 1578 0.22 2.15
Globulol 1586 1585 10.50 0.63
Viridiflorol 1593 1595 2.31 0.09
t-cadinol 1640 1642 1.12 0.51
d-cadinol 1644 1646 0.65 -
a-cadinol 1657 1657 1.33 -
humulane-1,6- 1624 1619 : 030
dien-3-ol

Eromoligenol 1633 1631 - 0.85
selin-11-en-4-a-ol 1661 1660 - 2.85
dehydrofukinone 1816 *x - 17.08
Kaurene 2044 2043 - 4.25
Compouds

identified 96.72 74.44

RT: Retention time; RI calc: Calculed retention index; RI lit: Literature retention index; ** RI not reported
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Table 2 In vitro antiparasitic activity of essential oils of Nectandra megapotamica (MEO) and Nectandra
grandiflora (GEO) against G. lilianae. Probit Analysis (P <0.05) (Finney, 1971).

MEO GEO
1h 2h 3h 1h 2h 3h

ECs0tSE 65.2+5.9 38.9+4.0 372434 39.6+7.9 24.9+4.0 7.1x1.1
ECo0tSE 111.8+17.2 70.8+3.9 64.0+2.6 69.6+21.8 54.7+12.1 19.3+£2.0
ECgotSE 173.6+49.2 115.4+14.7 99.7+£7.71 110.3+54.8 104.0+37.1 43.949.6
Intercept 4.73 -2.84 -3.54 -3.36 -0.22 2.50
Slope 0.01 4.93 5.44 5.23 3.74 2.93
X2 4.11 0.23 0.14 43.4 10.1 0.04

ECso. Effective concentration 50 % (mg L), ECoo. Effective concentration 90 % (mg L), ECoy. Effective
concentration 99 % (mg L), SE: Standard error



125

Table 3 In vitro antiparasitic activity of essential oils of Nectandra megapotamica (MEO) and Nectandra

grandiflora (GEO) against 1. multifilis in 26 hours. Probit Analysis (P <0.05) (Finney, 1971).

ECso(mg L')?*+SE  ECo (mg L)>+SE ~ ECo (mg L")+SE Intercept Slope

MEO 79.2+8.9 172.4433.0 325.3£110.0 -2.20 3.79 10.48

GEO 9.6+0.9 24.1£2.3 51.349.2 1.87 3.19 0.14

aE(Cs. Effective concentration 50 % PECoq. Effective concentration 90 % °ECoo. Effective concentration 99 %
SE: Standard error
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Figl Average number of parasites of the species Gyrodactylus lilianae per fish in relation to each bath. A:
Treatment protocol with 200 mg L' essential oil of N. megapotamica (MEQ); B: Treatment protocol with 50 mg
L' essential oil of N. grandiflora (GEO); (*) Indicates significant difference between controls and treatment

with the essential oil after bathing protocol (Kruskal-Wallis test, P <0.05)
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Fig2 (A) Survival of silver catfish infected with /. multifiliis and treated with Nectandra grandiflora essential oil
(GEO). (#) indicates significant difference among the GEO groups and positive control at the same time. (*)
indicates significant difference among the GEO groups and the negative control at the same time. Kaplan—Meier
analysis of survival with Log-rank test (P<0.001) and Holm-Sidak method (P<0.05) (B) Effect of treatment on
the infestation intensity (trophonts number in the body of the fish / number of infected fish) as function of time.
(C) Infestation prevalence (%) as function of time. Different letters indicate differences between groups

(Scheirer-Ray-Hare extension of Kruskal-Wallis test, with Nemenyi post hoc test, P<0.05).
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4 DISCUSSAO GERAL

A expansdo da aquicultura tem estimulado o desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos que possam ser empregados em cultivos organicos e
convencionais para o tratamento de diversas doencas parasitarias. Estudos visando
a busca de novos fitoterapicos para tratamento da girodactilose e da ictiofitiriase
tornaram-se uma necessidade pelo crescente desenvolvimento e valorizagdo do
cultivo organico, além de ser alternativa aos tratamentos convencionais que muitas
vezes apresentam pouca eficacia e/ou produzem danos ao meio ambiente, a saude
animal e humana (SCHELKLE et al., 2009; PICON-CAMACHO et al., 2012a;
VALLADAO et al., 2016).

O desenvolvimento de um novo fitoterapico antiparasitario exige o
cumprimento de diversas etapas de estudos. De modo geral, engloba a selegédo da
espécie vegetal, do tipo de extrato, da caracterizagdo quimica dos constituintes dos
extratos, testes farmacoldgicos, testes toxicoldgicos, estudos farmacocinéticos pré-
clinicos e clinicos e validacdo de processos de produgdo (KLEIN et al.,, 2009;
HUANG et al.,, 2013). Neste trabalho s&o apresentados os estudos das etapas
iniciais para o desenvolvimento de fitoterapicos para uso como antiparasitarios em
aquicultura. Os estudos realizados abrangeram a selegédo da planta, do extrato e os
testes farmacologicos pré-clinicos (in vitro) e clinicos (in vivo). Os dados gerados
resultaram em dois artigos que compdem esta tese, além de duas solicitagdes de
produtos de inovagao tecnologica (BR1020150165994, BR1020150165978) e a
descricdo de uma nova espécie de parasito (G. lilianae) de importancia para o cultivo
do jundia.

Neste trabalho foram selecionadas plantas medicinais nativas do estado do
Rio Grande do Sul, que ja apresentaram algum potencial farmacoldgico para o
emprego na piscicultura. No artigo 1, a espécie vegetal selecionada foi A. gratissima
que ja teve descrita a atividade sedativa e anestésica para peixes (BENOVIT et al.,
2012 e 2015) e atividade larvicida contra larvas de Coenagrionidae (SILVA et al.,
2014).

O manuscrito 2 aborda os testes realizados com OE de duas espécies de
Lauraceas: N. megapotamica e N. grandiflora. Estas ja foram alvo de estudos pelo
grupo de pesquisa Labeve/UFSM quanto a variabilidade sazonal da constituicdo
quimica dos OEs (SILVA, 2013; AMARAL et al.,, 2015) e ja tiveram avaliadas as
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atividades larvicida (SILVA et al., 2014) sedativa e anestésica (GARLET et al., 2015;
SILVA, 2013; TONDOLO et al., 2013) para emprego dos OEs no cultivo de peixes.

A literatura descreve atividades antiparasitarias para 6leos essenciais e seus
constituintes (BAKKALI et al., 2008, ABDEL-RAHMAN et al., 2013) e, portanto, este
foi o tipo de extrato selecionado. O método de extracdo adotado foi a
hidrodestilacdo, que permite a obtencdo de um extrato livre da presenga de
solventes organicos, que poderiam interferir nas atividades farmacoldgicas
(OIDTMANN et al.,, 2013). A composi¢cdo quimica dos OEs foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e ao detector de
ionizacdo em chama, método padrao para a analise de extratos com caracteristicas
volateis (BAKKALI et al.,, 2008; BRASIL, 2010). Os OEs se apresentaram
constituidos de terpendides e os seus componentes majoritarios divergiram de
alguns trabalhos anteriores para A. gratissima (SOLER et al., 1986; SILVA et al.,
2007; ARZE et al, 2013; SANTOS et al, 2013; BERSAN et al.,, 2014) e
N. megapotamica (TORRES et al., 2014). Estas analises revelam a importéncia da
determinacao da constituicdo quimica de EOs utilizados em ensaios de atividades
farmacoldgicas, visto a composicdo estar sujeita a fatores abidticos e bidticos
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; FIGUEIREDO et al., 2008; BARRA, 2009).

Os testes in vitro e in vivo dos OEs frente a G. lilianae demonstraram que a
atividade € dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢cdo. O OE de A.
gratissima apresentou ECgo de 84,8 mg L' para o tempo de 2 horas. No experimento
in vivo, foi administrada por banho a concentragédo de 90 mg L' durante 2 horas, e a
eficacia anti-helmintica obtida foi de 98,4 %. A mesma correlagao entre testes in vitro
e in vivo foi encontrada para os OEs das espécies de Lauraceas avaliadas nesse
trabalho. A metodologia adotada in vitro € adequada para a triagem da atividade
antiparasitaria de OEs frente a G. lilianae que parasitam R. quelen. Correlagdes
desse tipo, no geral, somente sdo validas quando se relaciona o mesmo parasito e
hospedeiro e para os extratos de polaridade semelhante (OIDTMANN et al., 2013;
FU et al., 2014).

Todos os OEs apresentaram eficacia anti-helmintica superior a 90% no
primeiro protocolo de tratamento e 100% no segundo frente a G. lilianae. Esses
resultados séo similares aos encontrados por Tu et al. (2013), onde administragdes
repetidas de um protocolo de tratamento por banho com o extrato cloroféormico de

Santalum album para o tratamento de parasitose ocasionada por Gyrodactylus
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elegans é capaz de elevar a eficacia anti-helmintica. No entanto o extrato
cloroformico tem a desvantagem de conter os pigmentos vegetais e, em
consequéncia, sua coloragao poderia turvar/colorir a agua dos tanques. Por outro
lado, o OE dessa espécie, bem como seu componente majoritario, a-santalol,
apresentaram toxicidade dérmica em animais de laboratério (BURDOCK; CARABIN,
2008).

A concentragéo de 90 mg L' do OE de A. gratissima administrada em banhos
com duracdo de duas horas demonstrou atividade sedativa e ndo apresentou
mortalidade dos jundias no teste in vivo frente ao G. lilianae. J& a mesma
concentragdo deste OE resultou em mortalidade de 8,3% em experimento de
transporte por 7 horas do linguado brasileiro (Paralichthys orbignyanus) no trabalho
de Benovit et al. (2012), revelando que a exposi¢ao de diferentes espécies de peixes
ao OE de A. gratissima pode apresentar resultados distintos também quanto aos
efeitos adversos.

A concentragdo de 200 mg L' do OE de N. megapotamica utilizada no
protocolo de tratamento frente a G. lilianae n&o provocou mortalidade nos juvenis
tratados. Apenas concentragdes superiores a 300 mg L' deste éleo induziram a
sedacao em juvenis de R. quelen (RODRIGUES et al., 2015). No estudo de Tondolo
et al., (2013) a concentragdo de 30 pL L' deste OE apresentou atividade sedativa
leve e concentragbes acima de 150 uL L' foram anestésicas para robalos-peva
(Centropomus parallelus).

Estes dados revelam que os OE de A. gratissima e N. megapotamica
possuem potencial para o desenvolvimento de antiparasitarios comerciais para o
tratamento da girodactilose em R. quelen. Considerando o estudo de Silva et al.
(2014), que avaliou o efeito desses OE frente a larvas de Coenagrionidae, estes
novos fitoterapicos também teriam o potencial de apresentar atividade frente a larvas
da ordem Odonata, que sio predadoras de larvas de peixes e outros invertebrados,
sendo combatidas em cultivos de peixes (FONSECA et al., 2004). Entretanto, séo
necessarios estudos de toxicidade em diferentes espécies de peixes.

No entanto, para o OE de N. grandiflora foi relatada fraca atividade larvicida
frente as larvas da ordem Odonata ja que a concentragdo de 100 mg L' resultou em
uma mortalidade de 25 % apo6s 19 horas (SILVA et al., 2014). Entretanto, no teste in
vivo frente a G. lilianae o grupo de juvenis de R. quelen tratado com 50 mg L' desse

OE apresentou mortalidade de 8,33% durante o segundo banho do protocolo (artigo
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2). Para o extrato metandlico de Piper guineense foi relatada atividade frente a G.
elegans in vitro nas concentragdes de 1,5 e 2,0 mg L' e in vivo em Carassius
auratus estas concentragdes também foram efetivas para a eliminagéo do parasito,
mas resultaram em mortalidade para o hospedeiro de 15 e 37%, respectivamente
(EKANEM, et al., 2004b). O OE de Lippia sidoides na concentragdo de 20 mg L
administrado por 10 minutos na forma de trés banhos com intervalo de 24 horas
resultou sinais de toxicidade (aumento no numero de neutréfilos e na glicose
plasmatica) na tilapia do Nilo (HASHIMOTO et al., 2016). Schelkle et al. (2009)
também relatam que esta € uma dificuldade encontrada para farmacos de sistemas
de cultivo convencional, uma vez que concentragdes efetivas para a eliminagéo dos
girodactilideos acabam se revelando toxicas para os hospedeiros. Assim, séo
necessarios estudos complementares com o OE de N. grandiflora a fim de
determinar seu indice terapéutico para o tratamento girodactilose em R. quelen. A
partir destes estudos sera possivel determinar com maior exatiddo se esse OE
apresenta potencial para o desenvolvimento de um novo antiparasitario.
Alternativamente, também & possivel realizar estudos para determinar os
constituintes responsaveis pela toxicidade e realizar a purificacdo do extrato
(HUANG et al., 2013).

Os parasitos estudados nesse trabalho possuem classificagdo taxonémica
diferente e caracteristicas bem distintas no seu ciclo de vida: G. lilianae é uma
espécie vivipara (BORGER et al., 2016), ja I. multifilis apresenta diferentes fases no
seu ciclo de vida (MATTHEWS, 2005; CASSIDY-HANLEY et al., 2011; COYNE
et al., 2011). Assim, um antiparasitario para o /. multifilis pode atuar sobre uma ou
demais fases de seu ciclo de vida. Na revisao de Picén-Camacho et al. (2012a) foi
relatado que no geral, os antiparasitarios disponiveis ndo conseguem atuar sobre
todas as fases. Uma excegéo seria o verde de malaquita (BUCHMANN et al., 2003)
que é utilizado no tratamento de jundias (CARNEIRO et al., 2005), embora seja
altamente contraindicado. Essa substancia e seus derivados s&o altamente
persistentes no meio ambiente, bio-acumulando nos ecossistemas e tecidos de
peixes (HENDERSON et al.,, 1997) que resultam em prejuizos a saude humana,
motivo pelo qual o seu uso em sistemas de cultivos de peixes foi banido em muitos
paises (SRIVASTAVA et al., 2004; ROWLAND et al., 2009; Yl et al., 2012).

A atividade antiparasitaria in vitro dos OEs nesse estudo frente ao I. multifiliis

foi avaliada sobre a fase tomonte, que é considerada a fase mais resistente ao
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tratamento farmacolégico (BUCHMANN et al., 2003; PICON-CAMACHO et al.,
2012a; Yl et al., 2012; FU et al., 2014) e todos os OEs foram eficazes. Extratos que
atuam sobre a fase reprodutiva (tomonte) possuem maior habilidade em interromper
a parasitose (ZHANG et al., 2013). Song et al. (2015) sugerem a avaliagdo dos
extratos vegetais que tenham a proposta de serem administrados na forma de
banhos também preferencialmente contra a fase tomonte in vitro, para evitar
resultados falso positivos (ndo reproduziveis in vivo). Esta foi a fase avaliada neste
trabalho e o OE de A. gratissima demonstrou que concentragdes acima de 9 mg L
inibem in vitro o desenvolvimento dos tomontes em terontes (fase infectante).
Entretanto, no protocolo adotado in vivo, as concentragdes de 9 e 15 mg L' deste
O0leo nado se apresentaram eficazes a longo prazo pelos critérios avaliados
(sobrevivéncia e numero de trofontes por peixe). Os resultados sugerem que, a
medida que a concentragdo do OE de A. gratissima decresce na agua (50% do
volume de agua foi trocado diariamente) a atividade antiparasitaria deixa de ser
observada, ja que ocorreu um aumento no numero de trofontes por peixes e
decréscimo da sobrevivéncia dos juvenis. Estudos complementares sao necessarios
para avaliar se a administracdo desse OE por um periodo de tempo maior poderia
resultar em maior eficacia, uma vez que in vitro o OE demonstrou ser bastante
eficaz frente aos tomontes.

Dentre as Lauraceas, o OE de N. grandiflora foi o que apresentou menores
valores de concentragcbes efetivas in vitro frente a [ multifiliis, portanto foi o
selecionado para o teste in vivo. Ao longo do experimento, o OE demonstrou
capacidade de aumentar a sobrevivéncia dos peixes e diminuir a intensidade
infestativa, mas n&o apresentou resultado sobre a prevaléncia infestativa. O
aumento da sobrevivéncia e da diminuicdo do numero de trofontes poderia ser um
indicativo que esse Oleo estaria atuando no sistema imune do jundia. A literatura
relata que varios dos extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana in
vivo atuam principalmente sobre o sistema imune dos peixes e nao diretamente
sobre o patdgeno (VASEEHARAN; THAYA, 2014; NEWAJ-FYZUL; AUSTIN, 2015).
Picon-Camacho et al. (2012a) descreveram que tratamentos farmacoldgicos nao
totalmente efetivos para a ictiofitiriase podem ter a sua eficacia complementada pelo
emprego de outras formas de manejo, como por exemplo a alteragao da temperatura
da agua dos tanques de cultivo, que alteram o tempo de vida das fases do parasito
(FORWOOD et al., 2015).
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As concentracdes encontradas nos testes in vitro contra I. multifilis para os
OEs neste estudo ndo demonstram ser muito eficazes nos testes in vivo, e estes
resultados podem estar relacionados as demais fases do parasito que nao foram
testadas in vitro, mas principalmente, aos fatores farmacocinéticos do hospedeiro
(OIDTMANN et al.,, 2013). Para os OEs de A. gratissima e N. grandiflora
apresentarem acao direta sobre os tomontes, estes necessitam que seus
constituintes sejam absorvidos e distribuidos na epiderme do peixe, onde esta
alojada esta fase do parasito. Assim, mesmo que os OEs tivessem sido avaliados e
apresentassem atividade in vitro frente aos trofontes, ndo seria possivel estimar
eficacia similar in vivo, como pode ser observado no estudo de Xiao-Feng et al.
(2014), onde constituintes isolados do extrato metandlico de Toddalia asiatica que
apresentaram eficacia de 100% in vitro frente a trofontes e n&o apresentaram
eficacia correspondente para o tratamento da ictiofitiriase in vivo.

Trabalhos de revisdo sobre tratamentos farmacolégicos para girodactilose e
ictiofitiriase descrevem uma diversidade muito grande de metodologias empregadas
para avaliar a efetividade dos tratamentos, o que dificulta a comparagao entre os
produtos/farmacos (SCHELKLE et al., 2009; PICON-CAMACHO et al., 2012a;
VALLADAO et al., 2015). Além disso, na girodactilose as espécies do parasito e do
hospedeiro influenciam na efetividade dos tratamentos farmacologicos (SCHELKLE
et al., 2009). Na ictiofitiriase diferentes estirpes/ genoétipos de . multifiliis podem se
comportar muito diferente em termos de infecciosidade (ELSAYED et al., 2006; LING
et al., 2009), na especificidade e sensibilidade ao tratamento (STRAUS et al., 2009).

Neste estudo, os parasitos apresentaram sensibilidade diferenciada aos OEs,
in vitro G. lilianae se apresentou mais sensivel aos OEs de N. grandiflora > N.
megapotamica > A. gratissima, resultados que foram confirmados nos testes in vivo.
No entanto, para o [. muiltifilis in vitro a efetividade deu-se na seguinte ordem
decrescente: A. gratissima > N. grandiflora > N. megapotamica .Todavia in vivo o OE
de N. grandiflora apresentou melhores resultados. Claudiano et al. (2009), na
avaliagdo de diferentes concentragdes (40, 80, 120 mL L") do extrato aquoso de
Terminalia catappa em juvenis de tambaqui, observaram maior sensibilidade dos
monogenéticos que de [. multifiliis ao tratamento por banho de longa duragao
(7 dias).

A complexidade quimica encontrada nos OEs deste estudo dificulta o

estabelecimento exato dos mecanismos de ac&do farmacoldgica. As atividades
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antiparasitarias podem ter origem na interagdo dos constituintes e resultarem de
efeito0s sinérgicos, antagénicos e/ou aditivos (GOMEZ-RINCON et al., 2014).

Entretanto, a possibilidade de muitos mecanismos de acao estarem
envolvidos na atividade antiparasitaria dificulta o desenvolvimento de resisténcia dos
parasitos ao tratamento (SERENO et al., 2007; BAKKALI et al., 2008; BIAVATTI,
2009; LANGEVELD et al., 2014; REVERTER et al., 2014).

Nos manuscritos 1 e 2 sao relatados diferentes mecanismos de acdo que
poderiam estar envolvidos na atividade antiparasitaria dos OEs avaliados neste
estudo. Assim, os OEs podem estar atuando simultaneamente na estrutura do tecido
tegumentar dos parasitos, na atividade da acetilcolinesterase e nos receptores
gabaérgicos. Além desses possiveis sitios de agdo em G. lilianae, os receptores
octopaminérgicos sdo um provavel sitio ativo dos OEs.

Extratos lipofilicos, como os OEs estudados neste trabalho, conseguem
interagir e atravessar a membrana dos parasitos causando a sua ruptura (LIU et al.,
2010; LEVY et al.,, 2015). Terpendides isolados destes extratos conseguiram
interagir com o tegumento de helmintos e protozoarios causando danos, que
resultam na morte destes parasitos (CAMARGOS et al., 2014; MAFUD et al., 2016.)

O eucaliptol, um constituinte presente em proporcdes diferentes em todos os
OEs avaliados neste trabalho, apresenta capacidade de interagir com os
componentes lipidicos da membrana de protozoarios, atuando como um espacgador
que desestabiliza e enfraquece as suas ligagbes moleculares, provocando um
desequilibrio no sistema de transporte da membrana (CAMARGOS et al., 2014;
TURINA et al., 2006; ANJOS et al.,, 2007; ANJOS; ALONSO, 2008). Estudos
descrevem que o eucaliptol interage com enantibmeros do limoneno (presente nos
OEs das Lauraceas) produzindo efeitos antagonistas, sinérgicos ou interagdes
aditivas dose-dependentes (VAN VUUREN; VILJOEN, 2007).

Outro mecanismo de ag¢ao descrito para o eucaliptol é a capacidade de atuar
como um bloqueador dos receptores octopaminérgicos (KHANIKOR et al., 2013).
Estes receptores ja foram descritos em girodactilideos e farmacos que atuam neles
provocam desordens neuromusculares, que podem resultar na morte dos parasitos
(BROOKER et al., 2011). Este monoterpenoide oxigenado € um exemplo de que um
mesmo constituinte do OE pode possuir mais de um mecanismo de acgao e, além
dos ja descritos, o eucaliptol € um inibidor da AChE (KHANIKOR et al., 2013).
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A atividade da AChE ja foi descrita no sistema nervoso de girodactilideos
(BUCHMANN, 1998) e os organofosforados que atuam inibindo a AChE s&o efetivos
para o combate destes parasitos, embora ndo devam ser empregados por
apresentar elevada toxicidade (MORLEY, 2009; SCHELKLE et al., 2009). Assim, os
OEs obtidos de plantas medicinais que apresentam atividade frente a AChE sao
uma alternativa ao uso dos organofosforados, em especial nos sistemas de cultivo
organico (BRASIL, 2011; PREIN et al., 2012).

Nos manuscritos deste trabalho é discutida a possivel acdo dos OEs sobre o
sistema gabaérgico dos parasitos. A literatura ndo descreve a presenga destes
receptores em G. lilianae e I. multifiliis, mas farmacos que possuem o mecanismo de
acao neste sistema apresentam eficacia para o tratamento das parasitoses (TOJO;
SANTAMARINA, 2001; REIMSCHUESSEL et al.,, 2011; BROWN et al., 2012;
HERNANDO; BOUZAT, 2014; HONDEBRINK et al., 2015). A presenga do sistema
gabaérgico ja foi descrita em outros helmintos (MENDONCA-SILVA et al., 2004) e
protozoarios ciliados (RAMOINO et al., 2004; RAMOINO et al., 2010; JEELANI et al.,
2012; WU; JANETOPOULOS, 2013).

Dentre os constituintes do AEO, a pinocanfona foi isolada e teve comprovada
a sua atividade bloqueadora e inibitéria dos receptores GABAA (HOLD et al., 2002;
BENOVIT et al., 2015). Esse mecanismo também pode ser relacionado a atividade
antiparasitaria do OE de N. grandiflora, uma vez que seu principal constituinte, a
deidrofuquinona, demonstrou agdo sobre os receptores GABAa (GARLET et al.,
2015). Adicionalmente, todos os OEs apresentaram agao larvicida para larvas de
Coenagrionidae (SILVA et al., 2014) que apresentam receptores GABAa descritos
(VIEIRA et al., 2005).

Este trabalho foi o primeiro estudo avaliando o potencial do uso dos OEs de
A. gratissima, N. megapotamica e N. grandiflora para o tratamento de parasitoses
em juvenis de jundia. Rhamdia quelen é a principal espécie nativa dos sistemas de
piscicultura continental no estado do Rio Grande do Sul e apresenta alto potencial
de comercializagdo (MIRON et al., 2003; GARCIA et al., 2007; BALDISSEROTTO,
2009). Assim, antiparasitarios que possam ser utilizados no seu cultivo organico
estariam contribuindo para agregar valor a sua carne (BRASIL, 2011; DIANA et al.,
2013). Adicionalmente, este também é o primeiro estudo com extratos vegetais para
tratar a girodactilose em jundia, principalmente as ocasionadas por G. lilianae, nova

espécie identificada durante os experimentos in vivo deste trabalho (artigo anexo).
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5 CONCLUSOES

*+ O Oleo essencial obtido de A. gratissima (AEO) apresentou atividade
antiparasitaria in vitro contra G. lilianae, sendo a CEg de 84,8 mg L' para duas
horas de exposigdo. O protocolo de tratamento in vivo, na concentragio de 90 mg L™
administrada por duas horas, apresentou eficacia anti-helmintica de 98,4% apds o
primeiro banho e de 100% apds o segundo.

* O AEO apresentou atividade antiparasitaria in vitro contra Ichthyophthirius
multifiliis, inibindo a maturagdo dos tomontes em concentragdes acima de 9 mg L.
No experimento in vivo, as concentragdes de 9 e 15 mg L' resultaram em uma maior
sobrevivéncia dos peixes no 9°e 10°dia do periodo experimental quando comparado
com o grupo controle. Apenas a concentragdo de 15 mg L resultou em um menor
numero de trofontes por peixe, quando comparado ao grupo controle negativo.

* No AEO foram detectados germacreno D (19,98%), B-cariofileno (12,97 %),
p-cimeno (11,88%), 5-isopropil-2-metilbiciclo(3.1.0)hexan-2-ol (9,79%) e germacreno
B (9,36%) como componentes majoritarios. Estes dados diferem de outros estudos
encontrados na literatura para o OE desta espécie vegetal.

» O 6leo essencial obtido de N. megapotamica (MEQ) apresentou atividade
antiparasitaria in vitro contra G. lilianae, sendo a CEsode 111,8 mg L' para uma hora
de exposigdo. A concentragdo de 200 mg L' de o6leo, empregada no protocolo de
tratamento in vivo, com dois banhos de imersao para juvenis de jundias, apresentou
uma eficacia anti-helmintica de 90,7% apods primeiro banho e 100% apo6s o segundo.

* No experimento in vitro frente a . multifilis, o MEO exibiu atividade contra
tomontes, sendo determinada a CEgo de 172,4 mg L™, para 26 horas de exposigdo.

*+ O MEO apresentou como constituintes majoritarios a-pineno (25,5%), B-
pineno (15,4%), globulol (10,5%), limoneno (8,2%) e P—bisaboleno (6,1%). Estes
constituintes ja foram encontrados em outros trabalhos relatados na literatura para o
OE desta espécie vegetal.

* O oleo essencial de N. grandiflora (GEO) exibiu atividade in vitro frente ao G.
lilianae sendo determinada a CEso de 69,6 mg L-! para uma hora. A concentragéo de
50 mg L' administrada na forma de banho com duragdo de uma hora apresentou
95,6% de eficacia anti-helmintica apds o primeiro banho, sendo atingida 100% apds
um segundo banho. Os peixes tratados apresentaram mortalidade (8,33%) durante o

segundo banho.
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* Nos testes in vitro frente I. multifilis o GEO apresentou uma CEg de 24,1 mg
L-' para tomontes num periodo de 26 horas. No protocolo de tratamento,
administrando 15 mg L' através de banho estatico por um periodo de 5 dias, foi
observado um aumento da sobrevivéncia dos juvenis, acompanhada de uma
reducdo da intensidade infestativa entre os 6° e 9°dias e apds o 21° dia ao final do
experimento.

* Os principais constituintes de GEO foram: dehidrofuquinona (17,08%),
biciclogermacreno (11,47%), a-pineno (4,98%), B-E-ocimeno (4,56%) e valenceno
(4,44%), composicdo semelhante ja foi relatada na literatura para esta espécie
vegetal.

* Os oleos essenciais AEO e MEO demonstram ser promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da girodactilose, ja o GEO
apresenta potencial para ser utilizado como adjuvante em tratamentos da ictioftiriase

por aumentar a sobrevivéncia dos peixes.
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Abstracts
Monogeneans are sea- and freshwater fish parasites that cause great economic losses to fish

production systems worldwide. Present study describes a new species, Gyrodactylus lilianae
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n. sp, whose host is the silver catfish, Rhamdia quelen, and is a potential nuisance for
Neotropical fish culture.

Key words: Fish disease, Parasitism; Platyhelminthes; Species description.

Introduction

Parasitism is a source of mortality in the environment (DARGENT et al. 2013).
Gyrodactylid monogeneans are highly pathogenic. Adult worms give birth to single fully-
grown off spring that contains a developing embryo in the utero (CABLE & HARRIS 2002). The
parasite Scleroductus sp., from this family, was reported in some rivers (KRITSKY et al. 1995,
2013, FERRARI-HOEINGHAUS et al. 2006) and fish cultures (FIGUEREDO et al. 2014) in Brazil.
Gyrodactylus species are found worldwide and may parasite the gills and body surface of
marine and freshwater fish both in the environment and in captivity (POPAZOGLO & BOEGER
2000, POULIN 2002, ZIETARA & LUMME 2002, MEINILA et al. 2004). Twelve species of
Gyrodactylus were described from African Siluriformes (PRIKRYLOVA et al. 2012). The
lesions caused by the parasite adhesion makes the host more susceptible to infections caused
by bacteria, fungi and other parasites, and consequently can reduce yield from fish culture
(CoLLINS et al. 2002, MARTINS et al. 2011, PETTERSEN et al. 2013).

Silver catfish (Rhamdia quelen, Quoy & Gaimard, 1824) is distributed from central
Argentina to southern Mexico and is the main native species raised in southern Brazil
(BALDISSEROTTO 2009). The aim of the present study is to describe a new species,
Gyrodactylus lilianae n. sp., which infest juvenile silver catfish. This is the first report of the
genera Gyrodactylus parasitizing Rhamdia quelen, and consequently characteristics of its

epizooty are not known.
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MATERIALS AND METHODS

Juvenile silver catfish both sexes (3.54+0.62g and 7.37+0.73cm) were kindly provided
by fish culture Barragem do Chasqueiro, 32° 09° 788 S e 53° 09’ 960 Pelotas, Rio Grande
do Sul (RS) state, Brazil. Fish were transported to the Fish Physiology laboratory at the
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS, Brazil) where they were maintained
in a continuously aerated 250 L tank, at a stocking density of 200 juveniles/tank (two
replicates), 21+1°C, pH 6.7-7.6, dissolved oxygen levels 6.4-7.2mg L. Dissolved oxygen
and temperature were measured with an YSI oxygen meter (Model Y5512). The pH was
determined with DMPH-2 pH meter (Digimed). Fish were fed once a day with commercially
available food (42 % crude protein) and at this moment feeding behavior (feeding or not) and
swimming (normal, erratic swimming, lethargy) were observed for 30 min. Mortality was
evaluated through the first 30 days according to BUSH et al. (1997) and the prevalence and
intensity of parasitism was determined in all fish at the end of the experiment with a
stereomicroscope (10 X).

After the onset of mortality five live fish were collected, placed immediately in hot
water (about 65 °C) and euthanized by section of the spinal cord. The parasites were
processed following EIRAS et al. (2000) and MARTINS (2007): specimens were immediately
preserved either in ethanol (70-80%) or 5% formalin for subsequent processing. After,
parasites were collected from the sediment using a small probe under a dissecting microscope.
Gills were removed from the fish, shaken and parasites were collected as described above.
Some specimens were stained with Gomori’s trichrome and mounted in Canada balsam for
study of their soft anatomy; other specimens were cleared and mounted in Hoyer’s or Gray
and Wess’ media for study of their sclerotized structures (all solutions prepared as in

HUMASON 1979). Illustrations were prepared with the aid of a camera lucida on an Olympus
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BX51 microscope equipped with phase contrast. Measurements were made following
KRITSKY et al. (1995): body length includes that of the haptor (longitudinal axis of haptor
added to that of body). Haptoral terminology is that provided by MIZELLE & KRITSKY (1967)
and KRITSKY & MIZELLE (1968). The number of parasites was determined with the assistance
of a stereomicroscope (total magnification 10x). The prevalence and mean intensity were
calculated according to BUSH et al. (1997). Dead fish were counted to calculate mortality and
removed from the tank throughout the experimental period.

Individual specimens, preserved in ethanol, were placed in glycerine on a microscope
slide and the haptoral extremity was cut with a fine blade. The haptoral portion was mounted
in Hoyer mounting medium (HUMASON 1979) for species identification and to serve as
vouchers. DNA was extracted from the anterior portion of the worm using the DNAEasy
tissue kit (Qiagen). The primers ITS1 (5-TTTCCGTAGGTGAACCT-3") and ITS2 (5’-
TCCTCCGCTTAGTGATA-3"), of CUNNINGHAM (1997), were used to amplify and sequence
the fragments ITS1, 5.8S and ITS 2. The polymerase chain reaction (PCR) was performed
with the following program: initial denaturation at 94 °C for 5 min followed by 40 cycles as
follows: denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 50 °C for 1 min, extension at 72 °C for
1 min, and final extension 72 °C. PCR was achieved in 25 pL containing 10-30 ng of
template DNA, 3 mM MgCl,, 1x PCR-Buffer (Invitrogen), 0.5 pmoles of each primer, 0.4
mM dNTP, and 1U Platinum Taq polymerase (Invitrogen) in a total volume of 25 pL.
Confirmation of the amplification of the fragments by PCR was achieved through
electrophoresis in a 1.5% agarose gel, subsequent staining in ethidium bromide and
visualization under UV light. Amplicons were purified using the MinElute Purification kit
(Qiagen). Sequences were obtained with the BigDye 3.1 chemistry in the 3130 DNA Analyser
with the same program and primers used during amplification. Sequences were edited using

Geneious 5.0.4 (created by Biomatters. Available from _http://www.geneious.com/).
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Alignment of the sequences was obtained using the algorithm MUSCLE (EDGAR
2004) within Geneious 5.0.4. Distance analysis (Neighbor Joining) was performed with the
software MEGA version 5 (TAMURA et al. 2011) using the model Maximum Composite
Likelihood (NEI & KUMAR 2004) removing ambiguous positions for each sequence pair and
bootstrap support of 1000 repetitions. Sequences included in the distance analysis were the
sequences produced in this study, sequences of Neotropical and non-Neotropical species that
systematically clustered together in the distance analysis of NCBI-BLAST (ALTSCHUL et al.
1997). Further, sequences of arbitrarily chosen Neotropical species and sequences of other
non-Neotropical species presenting morphological similarity to the new species were selected
from GENBANK (Table 1). The resulting phylogram from the neighbor-joining analysis is
intended to represent intra- and interspecific distances but not phylogenetic relationships. This
decision is based on the fact that, among other things, alignment of fragments of ITS 1 and
ITS 2 is often difficult due to abundant indel regions (see ALVAREZ & WENDEL 2003). Thus,
except for the included 5.8S rDNA region, this fragment has limited reliability in
phylogenetic reconstructions without consideration of homologies of its secondary structure
among included taxa (COLEMAN 2007), especially if distant taxa are considered.

Type specimens and vouchers were deposited in United States National Parasite
Collection (USNPC), Beltsville, USA; the University of Nebraska State Museum, Harold W.
Manter Laboratory (HWML), Lincoln, USA; the Helminthological Collection of the Institute
of Parasitology, Biology Centre of the Academy of Sciences of the Czech Republic, Ceské
Budé¢jovice, Czech Republic (IPCAS), and the Parasitological Collection of the Instituto

Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil (IOC), as indicated in the respective species accounts.

During the experiment, fish presented ulcerative lesions on the skin and a possible

concomitant bacterial infection was evaluated. The bacterial isolation was made from lesions
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and kidneys of three fish. Morphological and biochemical characteristics were analyzed

according to QUINN (1994) for bacterial identification and characterization.

RESULTS

Class Monogenoidea Bychowsky, 1937
Subclass Polyonchoinea Bychowsky, 1937
Order Gyrodactylidea Bychowsky, 1937
Gyrodactylidae van Beneden et Hesse, 1863
Gyrodactylus lilianae n. sp.

(Figs 1-5)

Measurements in micrometres (um) and angles in degrees (°); average +standard deviation,
followed by range and number of measurements in parentheses.

Description (based on 52 specimens): fusiform body, 389+ 48.8 (n =27) long and 92+13.2 (n
=27) wide. Cephalic glands, head organs, spike sensilla conspicuous. Cephalic glands
anterolateral, lateral, posterolateral to pharynx. Excretory vesicles, pores posterolateral to
oesophagus. Pharynx composed of two tandem bulbs; distal pharyngeal bulb muscular
33.5+4.2 (n = 26) wide; digitiform projections of distal pharyngeal bulb not observed,
proximal pharyngeal bulb glandular 36.5 +5.6 (n = 26) wide. Two caecae, non-confluent.
Male copulatory organ 17.3 (n = 11) wide, armed with one spine, one row of 5 spinelets, row
of 5 intermediary smaller spinelets; spinelets similar in shape and size, each with wide, ovate
base. Testis ovate (n = xx sem dado) wide, posterior to germarium. Germarium ovate, 30+4.6
(24.3-35.9; n = 20) long, 40.5+7.9 (28.2-60.7; n = 20) wide. Uterus with up to two

generations of embryos. Large reservoir-like, elongate structures lateral to distal end of each
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intestinal caecum. Anchor 74.2+4.5 (65.6-82.5; n = 22) long; shaft straight, recurved point xx
(xx—xx; n = xx sem dado); deep root poorly developed, knob like; superficial root elongate,
slightly tapering distally. Superficial bar 27.44+2.6 (23.8-31.7; n = xx) long, xX (XX—XX; n = X)
wide, with two robust, anterolateral projections absent; shield elongate, subrectangular,
striated. Deep bar with no constriction or enlargements, attached to deep root of both anchors.
Hooks 16 (8 pairs) evenly distributed around haptor, except anteriorly; hooklet with straight
shaft, point recurved; heel convex, depressed; toe slightly pointed, erected; shelf convex;
shank long, slightly bulbous distally; hook 30.5+ 3.5(33.7-24.5; n = 16) long; hooklet 10.5+
0.5 (9.3—-11; n=16) long; FH loop about half shaft length.
Type host: Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)
Site of infection: Body surface, gills, fins and barbels.
Type locality and date of collections: Pelotas, Rio Grande do Sul state, Brazil
Specimens studied: Holotype (IOC xxxxx), x paratypes (HWML xxx; IOC xxxx; [PCAS M-
xxx; USNPC xx); vouchers (n = xx): HWML xxx; USNPC xx.
Etymology: The species is named after Lilian Fatima Reiche Levay, mother of one of the
authors (ALM), a science teacher for over 40 years, as homage to all basic education teachers,
fundamental to the formation of responsible citizens, some of which become scientists.
Juveniles parasitized with G. lilianae did not feed, swam near the aerator and/or water
surface and collisions with the tank walls. A large amount of mucous was observed in the
tank walls. Fish also showed decreased length or absence of barbells, lesions or total
destruction of the fins, necrotic regions on the head, oral cavity and/or tail fin, loss of
pigmentation and skin. All fish were parasitized with G. lilianae and those with a high
intensity (1000 - 2500 parasites/fish) died. Mortality was 36.5 % at the end of 30 days. There

was no mortality in the control group.
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Table 1. Cumulative mortality of juveniles of Rhamdia quelen parasitized with Gyrodactylus

lilianae (mean + standard deviation).

Days Mortality (%)
9 11.75+1.77
10 15.75+£0.35
11 16.00 £ 0.71
16 18.25+1.77
18 19.25+2.47
21 19.75 £3.18
23 21.25+1.77
24 2725+ 1.77
25 28.25+2.47
26 28.75+2.47
27 29.75+1.77
28 31.5+1.41
29 35.25+0.35
30 36.5+0.71

The occurrence of Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876) (besides G. lilianae)
was observed from the day 37. Bacterial analysis did not identified 4. hydrophila in the

lesions at day 56. This bacterium was detected only after 74 days of experiment.
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Remarks
We present the descriptions of one new species of gyrodactylids parasitizing silver catfish

hosts: Gyrodactylus lilianae n. sp.

DISCUSSION

The specimens of G. lilianae were found around all body surface, fins and barbels of
silver catfish. Gyrodactilus spp that infected African clarid fish usually can be found in one
specific part of the body, as fins or barbels (PRIKRYLOVA et al. 2012). Another species,
Gyrodactilus patersoni (KING, BENTZEN, CONE 2014) was found in the gills arches and rakers
of Atlantic silverside (Menidia menidia, Linnaeus, 1766) (KING et al. 2014). Cage cultured
Nile tilapia (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) raised in southeastern Brazil presented
Gyrodactilus sp only in the body surface (ZAGO et al. 2014). High mucous production
observed in fish with the gills parasitized with Gyrodactilidae, impairs respiration
(BUCHMANN & LINDENSTR@N 2002). This is in accordance with juveniles of R. quelen
parasitized with G. /ilianae swimming near aerators or water surface.

The infestation of silver catfish by G. lilianae provoked lesions in the fins and skin,
increased mucous production and fish did not feed. These results are in accordance with was
observed in other fish species parasitized by this genera (VAN OOSTERHOUT et al. 2003, OIE
2012,). Fish with low intensity of monogenean infestation can show inflammatory reaction
and epithelial cell hyperplasia, but those highly parasitized may present excessive hyperplasia,
edema, necrotic regions, gill hemorrhage and mortality (MARTINS et al. 2000). Large
infestation of Gyrodactylus salaris (Malmberg, 1956) (almost 3000 per fish) caused extensive
damage to the epidermis of Atlantic salmon (Salmo salar, Linnaeus, 1758), leading to an
ionoregulatory failure that may provoke death (PETTERSEN et al. 2013). The presence of 100-

450 specimens of Gyrodactylus kobayashii (Hukuda, 1940) was the primary reason for
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around 80% mortality in goldfish, Carassius auratus (Linnaeus, 1758), transferred from a fish
pond from central China to laboratory aquaria (TU et al. 2015).

This is the first report of girodactilosis in silver catfish and demonstrated that it
caused lesions that may provoke mortality and led to secondary infections by 1. multifiliis and

A. hydrophila.
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Legend to figures

Figures 1-5. Gyrodactylus lilianae n. sp. from Rhamdia quelen. Fig. 1. Holotype (ventral).
Fig. 2. Male copulatory organ. Fig. 3. Haptor (ventral). Fig. 4. Hook. Fig. 5. Anchor. Scales....




