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Controle alternativo de helmintos de Astyanax cf. zonatus
utilizando fitoterapia com sementes de abdbora (Cucurbita

maxima) e mamao (Carica papaya)?!
Rodrigo Y. Fujimoto?, Helrik C. da Costa? e Fabricio M. Ramos*

ABSTRACT.- Fujimoto R.Y,, Costa H.C. & Ramos EM. 2012. [Alternative control of helmin-
thes, parasites of Astyanax cf. zonatus, using phytotherapy with seeds of Cucurbita
maxima and Carica papaya.] Controle alternativo de helmintos de Astyanax cf. zonatus
utilizando fitoterapia com sementes de abodbora (Cucurbita maxima) e mamao (Carica
papaya). Pesquisa Veterindria Brasileira 32(1):5-10. Laboratério de Parasitologia e Pisci-
cultura, Universidade Federal do Para, Alameda Leandro Ribeiro s/n, Aldeia, Braganca, PA
68600-000, Brazil. E-mail: fabriciomramos@gmail.com

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of an alternative method
with pumpkin and papaya seeds, dried and ground, for control of helminth parasites of
Astyanax cf. zonatus. Sixty fish were distributed into twelve containers, with one fish/liter.
The experiment consisted of four treatments and three replications: T] = fish in fasting;
TRC = fish fed with commercial diet; TSA = fish fed ad libitum with pumpkin seed, and TSM
= fish fed ad libitum with papaya seeds. After seven days of feeding, all fish were weighed
and blood was taken for blood smears. Efficacy was determined by checking the presence
of parasites in the gills, stomach and intestine, in 40% of fishes per treatment (n=6). T] and
TSM showed 39% and 25% of weight loss respectively. The TSA showed better efficacy
against the nematode in intestine and stomach (95.26% and 92.48%). The TSM promoted
72% of efficiency on monogeneans control. Hematology revealed an increase of monocyte
values to treatment TSM. A decrease of eosinophil values was observed in treatments TSA,
TSM and TRC. Thus, feeding fishes with pumpkin is a effective alternative method of low

cost for control of nematodes in Astianax cf. zonatus.

INDEX TERMS: Alternative method, treatment, worms, fish, Astyanax cf. zonatus.

RESUMO.- O objetivo do trabalho foi avaliar a eficicia de
sementes de abobora e mam3io desidratadas e moidas, no
controle de helmintos parasitos de Astyanax cf. zonatus.
Sessenta peixes foram distribuidos em doze recipientes, um
peixe/litro. O experimento constituiu de quatro tratamen-
tos e trés repeticoes: T|] = peixes deixados em jejum; TRC =
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peixes alimentados com racdo comercial; TSA = peixes ali-
mentados ad libitum com abdbora, e TSM = peixes alimen-
tados ad libitum com mamao. Apés sete dias de alimenta-
¢do, todos os peixes foram pesados, e o sangue foi retirado
para extensao sanguinea. A eficicia foi determinada, verifi-
cando a presenca de parasitos nas branquias, no estdmago
e no intestino. Os peixes do T] e TSM apresentaram perda
de peso (39% e 25%, respectivamente). O TSA apresentou
melhor eficacia no controle de nematéides do intestino e
do estdmago (95,26% e 92,48%). No controle de monoge-
néticos TSM promoveu 72% de eficicia. Na hematologia
observou-se aumento de mondcitos nos peixes do TSM e
os valores de eosinofilos diminuiram nos tratamentos TSA,
TSM e TRC. Assim pode-se concluir que a alimentagcdo com
abdbora pode ser utilizado como um controle alternativo
eficaz de nematdides intestinais do lambari.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Método alternativo, tratamento, vermi-
nose, peixe, Astyanax cf. zonatus.
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INTRODUCAO

Os helmintos parasitos de peixes sdo encontrados com
muita frequéncia tanto em pisciculturas como na nature-
za. Em pisciculturas, os parasitos branquiais podem causar
lesdes no epitélio respiratério, e os endoparasitas podem
causar espolia¢des no tegumento intestinal e competir por
nutrientes dos alimentos, aumentando os custos de pro-
ducdo e diminuindo as taxas de crescimento. Assim, para
o controle destes parasitos muitos produtos quimicos sdo
utilizados, por exemplo, o formol (FDA 1992 e 1998), o
permanganato de potassio e o sulfato de cobre (Reardon
& Harrell 1990) que sao utilizados para controle dos ecto-
parasitas, e outros produtos como levamizol (Hirazawa et
al. 2000) e o mebendazol (Martins et al. 2001) utilizados
como endoparasiticidas. Porém a utilizacdo destes produ-
tos possui diversos inconvenientes como o elevado custo
de tratamento, possibilidade de resisténcia do parasito aos
principios ativos e acimulo de residuos quimicos nos ani-
mais tratados (Chagas 2004).

Alternativamente a isso, diversos fitoterapicos podem
ser utilizados no tratamento de parasitoses de peixes como
o caso do nin (Cruz et al. 2004), o alho (Martins 2004) en-
tre outros, os quais podem ser administrados na forma de
banhos ou adicionados a dieta. Essa utilizagdo de fitote-
rapicos vem ganhando espago na aqiiicultura por possuir
diversas vantagens no cultivo como: a diminui¢do do im-
pacto ambiental, pois esses sdo produtos biodegradaveis;
diminui¢cdo dos residuos quimicos nos animais; sdo poten-
cialmente menos téxicos por serem menos concentrados;
possuem diversos modos de a¢do, resultando em menor
probabilidade de causar resisténcia além de serem menos
onerosos na criacao (Coimbra et al. 2006). Muitas plantas
sdo conhecidas popularmente como portadoras de ativida-
de anti-helminticas, porém em poucos estudos ha compro-
vacdo cientifica de suas eficacias, e seus principios ativos
em peixes. Nesse sentido, estdo as sementes de ab6bora e
mamao moidas que sdo utilizadas popularmente como um
tratamento alternativo anti-helmintico eficaz e barato, po-
rém em peixes existem poucos estudos sobre a sua eficicia,
bem como de suas consequéncias nas variaveis hemato-
logicas. A abébora e 0 mamao sdo utilizados com sucesso
como anti-helminticos por muitas popula¢des de indios
(Morais et al. 2005).

Peixes pertencentes ao género Astyanax sp. sdo impor-
tantes no ambiente como componentes principais nas die-
tas de peixes carnivoros, ajudando na manutenc¢do da ca-
deia tréfica (Abdallah et al. 2004, Santin et al. 2005). Além
disso, larvas de nematdides podem utilizar esses peixes
como hospedeiro intermediario. Esse género também tem
importancia como peixe ornamental e na piscicultura, para
comercializacdo como isca viva (Navarro et al. 2006). A ve-
rificacdo da eficiéncia da agdo das sementes de abdbora e
mamao poderia diminuir o custo de producao, tanto no que
se refere ao manejo pds-captura de peixes coletados na na-
tureza quanto na piscicultura, além de diminui¢do do im-
pacto ambiental (Chagas 2004). Assim, os produtores e/ou
pescadores deixariam de utilizar produtos quimicos de alto
custo e também deixariam de lancar residuos, altamente
concentrados, no ambiente sem nenhum tratamento.

Pesq. Vet. Bras. 32(1):5-10, janeiro 2012

A hematologia de peixes é uma ferramenta de funda-
mental importancia para conhecimento das condig¢des bio-
l6gicas e bioquimicas, normais e patoldgicas. Muitos estu-
dos demonstraram variacées no quadro hematolégico dos
peixes quando estes estdo parasitados, quando sdo subme-
tidos ao estresse de tratamento ou quando tem sua dieta
modificada (Ranzani-Paiva & Silva-Souza 2004).

Assim pelo exposto acima o objetivo do trabalho foi
avaliar a eficicia de sementes de abdbora e maméao desi-
dratadas e moidas, no controle de helmintos parasitos de
Astyanax cf. zonatus e a avaliacdo desta alimentagdo sobre
a contagem diferencial de leucdcitos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 espécimes de Astyanax cf. zonatus acondicio-
nados em caixas de agua de 200L, naturalmente infectados com
helmintos parasitas, no Laboratério de Ictioparasitologia e Pisci-
cultura do Campus Universitario de Braganca-Par4, passando por
um periodo de aclimata¢do de dez dias. As caixas eram providas
de oxigenacdo constante e trocas de agua diaria na proporgdo de
20% do volume total. Os peixes eram alimentados com ragao co-
mercial duas vezes ao dia e a sobra sifonada.

Para alcangar os objetivos proposto utilizou-se um delinea-
mento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e trés
repeticoes, sendo que os tratamentos eram constituidos por: TJ:
peixes estocados e deixados em jejum (controle negativo): TRC:
peixes estocados e alimentados com ragdo comercial (controle
positivo); TSA: Peixes estocados e alimentados ad libitum com
sementes de abdbora e TSM: peixes estocados e alimentados ad
libitum com sementes de mamao. O periodo experimental foi de
sete dias.

Para tanto foram utilizados sessenta peixes com peso médio
de 0,48+0,07g distribuidos em doze recipientes com cinco litros
de 4gua e na densidade de estocagem de um peixe/litro, num sis-
tema semi-estatico que consistia em troca de agua diaria (20%) e
aeragdo constante.

Os parametros de pH, oxigénio dissolvido e temperatura fo-
ram monitorados diariamente.

Os peixes foram alimentados ad libitum duas vezes ao dia. Fo-
ram observados quanto a aceitacdo dos alimentos e a presenca
de sobras. E as dietas consistiam em ragdo comercial (27%PB), e
sementes de abébora e mamao desidratadas e moidas de acordo
com os tratamentos acima.

As sementes foram secas a sombra, durante trés dias e poste-
riormente moidas de forma que o tamanho fosse compativel com
o tamanho da boca dos peixes. Optou-se por fornecer as sementes
in natura e ndo incorporadas a ra¢do devido a praticidade, pois a
inclusdo em uma dieta seria um manejo a mais para um produ-
tor a campo. Porém utilizou-se o tratamento com ragdo comercial
como controle positivo.

Devido ao tamanho reduzido dos peixes e devido a pouca
quantidade de ragdo utilizada por dia optou-se pelo tratamento
dos peixes em jejum para que se pudesse comparar o peso, ve-
rificando se existiam diferencas entre o desempenho dos peixes,
considerando esse tratamento como um controle negativo.

Anteriormente ao ensaio experimental uma amostra de 10
peixes foi necropsiada para realizacdo da contagem inicial de
parasitos nematoides (intestino e estomago) e monogenéticos
(branquias). Para tanto os animais foram sacrificados por apro-
fundamento do plano anestésico com uso de solugdo de benzocai-
na (1g/20 1 agua). A coleta dos parasitas e contagem foi realizada
segundo determina¢des de Amato et al. (1991).
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Apbs o periodo experimental, todos os peixes foram pesados
e 40% dos peixes de cada tratamento (n=6) foram sacrificados
e analisados as branquias, o estdbmago e o intestino como proce-
dimento acima, verificando a presenca e contabilizando in totum
os parasitos com auxilio de microscopio 6ptico (Ghiraldelli et al.
2006). De posse destes dados foi determinada a eficacia de cada
tratamento segundo férmula abaixo:

Eficacia = MNPGC- MNPGT x 100/ MNPGC

Onde: MNPGC: Média do nimero de parasitas do grupo ante-
rior ao experimento, MNPGT: Média do nimero de parasitas do
grupo tratado

0 sangue, devido ao pequeno tamanho dos peixes, era retirado
por corte da nadadeira caudal e realizado a extensdo sanguinea e
posteriormente corada com Rosenfeld (1947) para a contagem
diferencial de leucécitos (contagem de 100 leucdcitos) segundo
metodologia de Tavares-Dias (2000).

Anadlise estatistica

Apbs obtencgdo dos dados estes foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), assumindo um nivel de significancia de 1%.
Sendo F significativo foi realizado o teste de Tukey para compa-
racdo de médias (p=0,05). Os dados que ndo apresentaram distri-
buicdo normal foram transformados em arcseno Vx+0,5, no caso
de dados percentuais, e log x no caso de dados de contagem de
parasitas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados encontrados dos parametros de dgua dos re-
cipientes como pH, oxigénio dissolvido e temperatura foram
de 6,97+0,04, 5,28+1,31mg/L e 29,64+0,39°C, respectiva-
mente, e comprovam a nao interferéncia da qualidade da
agua na manutencido destes animais na condicio experimen-
tal do presente trabalho, permanecendo dentro dos padroes
adequados para criagdo dos peixes (Sipatba-Tavares 1995).

Os parasitas encontrados nos peixes utilizados nos tra-
tamentos foram identificados como larvas de Capillaria sp.,
larvas da familia Anisakidae, e um género de monogenético
(Urocleidoides sp.).

Apos o periodo experimental, pode-se verificar que os
peixes dos tratamentos T] e TSM foram os que apresenta-
ram maior perda media de peso, 39% e 25%, respectiva-
mente (figura 1A). A perda media de peso no TSM (25%),
sugere pouca palatabilidade, evidenciado pelas sobras de
racdo observadas durante o experimento. Essa perda de
peso associada a um baixo consumo de ragao influenciou
diretamente na eficacia desse tratamento, uma vez que
nao foram observadas diminui¢des evidentes de parasitos
encontrados no estdmago e no intestino para os peixes do
TSM (Fig.1B e 1C, respectivamente).

Observou-se, porém, uma maior eficicia no contro-
le de nematoéides, no estobmago e no intestino (95,26% e
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Fig.1. (A) Perda de peso em porcentagem; (B) Eficacia contra Capillaria sp. e Anisakidae no estdmago; (C) Capillaria sp. e Anisakidae
no Intestino e (D) monogenético, helmintos parasitos de Astyanax cf. zonatus. Animais tratados em jejum (TJ]), com ragido comercial
(TRC), sementes de abdébora (TSA) e semente de mamao (TSM). As letras indicam os resultados de comparagdo de media obtido pelo

teste de Tukey (p<0,05).
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92,48%), quando os peixes foram alimentados com as se-
mentes de abdbora (TSA) (p<0,05) (Fig.1B,C), demonstran-
do sua ag¢do como anti-helmintico. Outra acdo da semente
de abdbora foi encontrada por Albuquerque (2004), afir-
mou que foi eficaz em sua agdo nematicida no tratamento
de nematoides de répteis (Chenopodium ambrosioides).
Segundo Guarrera (1999) a propriedade anti-helminti-
ca presente nas sementes de abobora é atribuida ao prin-
cipio ativo denominado cucurbitina, porém Obregén et
al. (2004) afirmaram que é a Fitosterolina é que provoca
a morte do parasito, porém no presente trabalho nio fo-
ram analisadas a presenca de nenhum dos dois principios.
Coimbra et al. (2006) ressaltaram que uma das vantagens
de se usar os fitoterapicos é que eles possuem modos de
acdo diversos, podendo conter diferentes principios ativos
atuando em diferentes parasitas, e que desse modo dimi-
nui-se a probabilidade de causar resisténcia do parasita.
Interessante notar que os peixes do grupo TRC apresen-
taram diminui¢do dos parasitos, representado no presen-
te estudo como eficacia, porém, sugere-se que isso ocorre
ndo pelo fato de a racdo causar danos aos parasitos, mas
provavelmente devido a melhora nas condicdes fisiolégi-
cas apo6s a alimentagcao com ragdo comercial, pois o estado
nutricional influencia na condi¢do sanitaria dos peixes pre-
dispondo ou nio a doengas (Pickering & Pottinger 1985,
Pickering & Pottinger 1989, Maule et al. 1993). Além disso,
os nematoides necessitam de um hospedeiro intermediario
para completar o ciclo de vida, dessa forma, a manutengao
dos peixes em condi¢cdes isentas de hospedeiros inter-
mediarios (zooplancton) e a alimenta¢do com a ragao co-
mercial pode-se ter quebrado esse ciclo impedindo novas
reinfestacdes. Segundo Martins et al. (2007), a presenca de
microcrustaceos como primeiro hospedeiro intermediario
do nematéide do género Camallanus sp. causam impactos
negativos nos cultivos de peixes devido a essa parasitose.
No Tratamento com sementes de mamao (TSM) foi ob-
servado menor valor de eficacia para nematdides do es-
tomago (48,41%) e intestino (59,42%) (figura 1B e 1C),
estes valores contrastaram com os resultados obtidos por
varios autores. Auré (2004), verificou que sementes de ma-
mao foram eficazes no tratamento de Tilapia (Oreochromis
niloticus) contra nematdides do género Cucullanus sp. Sa-
trija et al. (1994) avaliou o efeito anti-helmintico do leite
de maméo no tratamento contra Ascaris suum, chegando
até a negativacdo dos resultados parasitolégicos em um
dos tratamentos (8g de leite/ kg de peso corporal). Mpo-
ame & Essombra (2000), também observaram a eficién-
cia do tratamento utilizando extrato aquoso de sementes
de mamao contra nemato6ides dos géneros Heterakis, Ei-
meria e Capillaria, em frango de corte, sendo que para os
dois primeiros géneros foi constatada grande diminuicdo
do nimero de nematoides, enquanto que sobre Capillaria
ndo foi observada a¢do parasiticida. O que pode corrobo-
rar os achados do presente trabalho na medida em que os
nematoides encontrados pertenciam também ao género
Capillaria. Essa agdo nematicida do mamao também foi ve-
rificada em nematdides parasitas de plantas, onde Coimbra
et al. (2006) verificou mortalidade de 67,2% do fitonema-
toide (Scutellonema bradys) parasita de inhame (Dioscorea
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cayennensis) quando utilizou extrato aquoso da semente e
da folha do mamoeiro.

No presente trabalho ndo foi observado essa agdo nema-
ticida no TSM, corroborando com os resultados obtidos por
Krychak-Furtado (2005), que também nio observou a¢ido
das sementes de mamao contra nematoides gastrointesti-
nais no tratamento de ovinos. Como sugerido acima para a
perda de peso as sementes de mamao nio foram totalmen-
te consumidas o que pode ter influenciado negativamente
na eficacia contra os endoparasitas do presente trabalho.

No entanto, para o controle de monogenético apenas o
TSM apresentou uma eficacia de 72% (Fig.1D), enquanto
que nos outros tratamentos nio foi observada uma eficacia
relevante. Isso sugere a possivel existéncia de substancia
quimica sendo liberada na 4gua, que provocaria a morte des-
ses parasitas presentes nas branquias. Essa solubilidade em
agua foi sugerida por Vieira et al. (1999), quando estes se re-
feriram a administracdo de sementes de mamao trituradas,
misturadas em agua e fornecendo este extrato aquoso no
tratamento de nematoides de cabras. Coimbra et al. (2006)
também estudaram o efeito do extrato aquoso de semente
de mamado sobre o nematéide Scutellonema bradys parasi-
to de vegetais tubérculos, mostrando efeito nematostatico
e nematicida. Kermanshai et al. (2001) utilizando solventes
organicos, separaram a substancia quimica benzilisotiocia-
nato a partir de extratos aquosos de sementes de mamao,
e segundo estes autores este seria o principio ativo da a¢ao
anti-helmintica da semente, sendo que 10-20 pL do extrato
aquoso com semente de mamao, provocou mortalidade su-
perior a 90% do helminto Caenorhabditis elegans.

Com relagdo a analise de leucécitos, somente observou-
-se diferenca significativa nos eosindfilos e nos mondcitos
(p<0,05) (Fig.2B,C). Segundo Queiroz-Neto et al. (1994) a
administracdo oral de sementes secas de Cucurbita maxima
ndo afeta os parametros contagem de células sanguineas e
ndo apresenta toxicidade em ratos e suinos.

Quanto a presenca de linfocitos podemos destacar que
em todos os tratamentos foi observada abundancia destas
células (Fig.2A), segundo Tavares-Dias et al. (2002) estas cé-
lulas sdo as mais freqiientes no sangue periférico dos peixes.
Ranzani-Paiva et al (2004), também afirmaram que estas
células sdo o tipo mais freqiiente de leucécitos circulantes
de peixes, e que uma linfocitopenia poderia ser uma respos-
ta a um agente estressante, devido ao aumento de cortisol
provocando uma diminui¢do das capacidades dos peixes em
se defender contra potencias agentes patogénicos (Pickering
& Pottinger 1985). Essa diminuicdo foi observada no trata-
mento com semente de mamao, porém nao foi significativa.

Com relagdo aos eosindfilos (Fig.2B), os peixes que fi-
caram em jejum e que apresentaram maior quantidade de
parasito apresentaram maior quantidade destas células em
relagdo aos outros tratamentos. Isso ocorre pois os eosiné-
filos sdo células atuantes na resposta a presenca de parasi-
tas e nas reagdes alérgicas (Tavares-Dias & Moraes 2004).
Nos demais tratamentos onde houve o controle dos para-
sitas, o numero destas células diminuiu. Essa diminui¢cdo
de eosinofilos também foi relatada em carpas por Ranzani-
-Paiva et al. (1987) quando o numero de parasitas Argu-
lus sp. diminuiu, apds o tratamento quimico com Neguvon
(fosfato de 0,0-dimentil-oxi-2,2,2-tricloroetilo).
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Fig.2. Valores médios percentuais da contagem diferencial de leucécitos em Astyanax cf. zonatus, tratados em jejum (TJ), com racéo co-
mercial (TRC), sementes de abdbora (TSA) e semente de mamdao (TSM).

Observou-se também uma diferenca entre os valores en-
contrados de mondcitos para os tratamentos dos peixes ali-
mentados com semente de mamao e os demais tratamentos,
sendo que os peixes no tratamento com mamao apresentaram
os maiores valores (44,66%). Pimpao (2006) afirmou que, mo-
nocitos, sdo consideradas células de alarme responsaveis pelo
inicio da migragdo dos neutroéfilos, sugerindo que provavelmen-
te estaria no inicio do processo de mobilizacio dos neutrdfilos.

CONCLUSOES

0 método de controle utilizando sementes de abdbora
mostrou-se eficaz contra nemato6ides no estdmago e intes-
tino, além de baixo custo e praticidade.

A alimentacdo com semente de mamao foi a Unica a de-
monstrar eficiéncia no combate a monogenéticos, sugerin-
do um efeito a partir de extratos aquosos, porém sua efica-
cia ndo foi acima de 90%.
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