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Resumo

Com o aumento do nimero de pisciculturas no territério nacional associado a intensificacao da
producdo, tem se observado surtos e altas mortalidades de pescado decorrentes das
enfermidades. Um dos principais entraves € a ocorréncia de infestacdes parasitarias, seguida ou
ndo pela presenca de patdgenos oportunistas. Entre esses patdgenos oportunistas estdo os
crustaceos, ectoparasitos periodicos de peixes marinhos e dulcicolas. Dentre os crustaceos, esta
a subclasse Branchiura, popularmente chamados de “piolho de peixe” ou Argulideos, que
compromete a sanidade na aquicultura, por isso seu controle € fundamental. Contudo, o uso de
produtos naturais (fitoterapicos) vem ganhando destaque na sanidade animal, principalmente
por se tratar de substancias bioativas eficientes no controle parasitario. Uma destas plantas com
potencial uso na aquicultura é o capim santo (Cymbopogon citratus), o dleo essencial extraido
desta planta é eficiente no controle de ectoparasitos bovinos. Este trabalho estudou efeitos do
oleo essencial do C. citratus (compostos majoritarios: geranial, neral e mirceno) no controle
de ectoparasitas de peixes pertencentes a familia argulidae (Dolops discoidalis e Argulus sp),
através do teste de CLso-24n com dosagens 20 ug/L, 40 pg/L; 60 pg/L, 80 pg/L, 100 pg/L, 120
Mg/L, 140 pg/L e 160 pg/L. A mortalidade maxima para os representantes do Argulus sp iniciou
a partir da concentracdo de 100 pg/L, enquanto a mortalidade maxima do Dolops discoidalis
iniciou no tratamento de 80 pg/L. A Concentracdo Letal (CLso-24n) para o Argulus sp adulto foi
76,3ug/L e Dolops discoidalis adulto foi 59,3ug/L. Foi observado que toda mortalidade no teste
(CLso-24n) ocorreu na primeira hora. O 6leo essencial de C. citratus também foi testado (CLso-
24n) Nas oviposicdes dos argulideos, em ambos a mortalidade maxima (100%) das oviposi¢es
iniciou a partir dos tratamentos de 140 pg/L e 160 pg/L. A Concentracao Letal (CLso-24n) para
as oviposicbes do Argulus sp e Dolops discoidalis foram 99,7 pg/L e 99,3 ug/L,
respectivamente. A fase do parasita se mostrou importante para definicdo da concentracao de
controle. Além disso, é necessario estudos para avaliar o efeito em peixes infectados para a
indicacdo deste Oleo na aquicultura, uma vez que neste trabalho foram determinadas

concentrages efetivas no controle de argulideos adultos.
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Abstract

The increase in the number of fish farms in the national territory associated to the intensification
of production, there have been outbreaks and high fish mortalities due to the diseases. One of
the main obstacles is the occurrence of parasitic infestations, followed or not by the presence
of opportunistic pathogens. Among these opportunistic pathogens are crustaceans, periodic
ectoparasites of marine and sweet fish. Among the crustaceans, there is the subclass Branchiura,
popularly called "fish lice" or Argulideos, which compromises sanity in aquaculture, so its
control is fundamental. However, the use of natural products (phytotherapics) has been gaining
prominence in animal health, mainly because they are efficient bioactive substances in parasitic
control. One of these plants with potential use in aquaculture is the holy grass (Cymbopogon
citratus), the essential oil extracted from this plant is efficient in the control of bovine
ectoparasites. This thesis studied the effects of the essential oil of C. citratus ( major
components geranial, neral and mirceno) in the control of ectoparasites of fish belonging to
the family Argulidae (Dolops discoidalis and Argulus sp), through the LCso-24n test with dosages
20 pg/L, 40 pg/L; 60 pg/L, 80 pg/L, 100 pg/L, 120 pg/L, 140 pg/L and 160 pg/L. The
maximum mortality for the representatives of Argulus sp started from the concentration of 100
Mg/L, while the maximum mortality of Dolops discoidalis started in the treatment of 80 pg/L.
The Lethal Concentration (LCso-24n) for adult Argulus sp was 76,3ug / L and adult Dolops
discoidalis was 59,3ug / L. It was observed that all mortality in the test (LCso-24n) OCcurred in
the first hour. The essential oil of C. citratus was also tested (LCso-24n) in the ovipositions of
argulids, in both the maximum mortality (100%) of the ovipositions started from the treatments
of 140pg / L and 160pug / L. The Lethal Concentration (LCso-24n) for the ovipositions of Argulus
sp and Dolops discoidalis were 99,7 ug / L and 99,3 pg / L, respectively. The parasite phase
was important for the definition of the control concentration. In addition, studies are required
to evaluate the effect on infected fish for the indication of this oil in aquaculture, since in this
work, low concentrations of C. citratus O.E. CL were determined in the control of adult
Argulids.
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Introducao geral

A aquicultura é uma das atividades agroindustriais com maior destaque mundial. Até
2025, deve-se registrar um crescimento de 104% na producéo de pescado derivados da pesca e
da aquicultura, sendo que este crescimento se da pelos investimentos no setor aquicola nos
ultimos anos (FAO, 2016). Dentre as atividades da aquicultura, a piscicultura é a que mais
cresce no Brasil, com diversas espécies nativas e ndo nativas cultivadas por pequenos e médios
produtores. No Brasil, dados do IBGE apontam que em 2015, foram produzidos 483 mil
toneladas de peixe, com incremento de 1,5% em relacdo a 2014 (BRASIL, 2017). O aumento
do nimero de pisciculturas no territério nacional associado a intensificacdo da producéao, tem

se observado surtos e altas mortalidades de pescado decorrentes das enfermidades.

Um dos principais entraves sanitarios ocasionados pela intensificacdo na criagdo de
peixes € a ocorréncia de infestagdes parasitarias que afetam a producdo de peixes, causando
gueda de produtividade, que geram perdas econdmicas significativas e provocam diminuicédo
do valor comercial dos animais parasitados (Evans et al., 2007). A fauna parasitaria pode
apresentar diferentes composi¢des, dependendo da espécie de hospedeiro, nivel da cadeia
trofica, idade, tamanho, sexo e outros fatores bioticos e abidticos (Takemoto et al., 2004). Entre
0s parasitos na aquicultura estdo os protozoarios, monogeneas, nematodas e crustaceos
(Ranzani-Paiva et al., 2004).

Os crusticeos sdo animais pertencentes ao filo Arthropoda (artropodes), subfilo
(Crustacea) que agrupa um numeroso e diversificado conjunto de invertebrados com
aproximadamente 67.000 espécies validas. O subfilo Crustacea abrange seis classes, dentre elas
a classe Maxillopoda, que é composta por outras seis subclasses (Mystacocarida, Pentastomida,
Tantulocarida, Thecostraca, Copepoda e Branchiura) (Barnes et al., 2008).

Os parasitos da subclasse Branchiura, sdo caracterizados como ectoparasitas periodicos
de peixes marinhos e de dgua doce. Os Branchiura sdo popularmente chamados de “piolho de
peixe” ou argulideos, referente ao género Argulus, que de maneira geral refere-se a todas as

espécies de branquiuros (Lamarre e Cochran 1992; Barnes et al., 2008).

Os argulideos atualmente apresentam espécies distribuidas em quatro géneros:
Chonopeltise Thieli, 1901, Dipteropeltis Calman, 1912, Argulus Muller, 1785 e Dolops

Audoin, 1857. Os principais representantes desta familia é o género Argulus que é amplamente
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difundido sobre o globo e 0 género Dolops que encontra-se restrito a América Central e do Sul,
Africa e Oceania (Castro e Fernandes, 2009).

Os argulideos sao caracterizados por apresentarem carapaca em forma de escudo dorsal
bilobado; nimero constante de quatro somitos no pereion (térax) livre; corpo sem segmentacéo
posteriormente a abertura genital; mandibulas sem palpo no adulto; apéndices do pereion
birramificados; um par de olhos compostos e espermatozoides transferidos para as
espermatecas da fémea sem 0Orgaos copuladores especiais ou formacdo de espermatoforos
(Lemos de Castro, 1985).

N&o possuem hospedeiros especificos, assim, pode encontrar uma mesma espécie de
argulideos parasitando varias espécies de peixes, como também uma mesma espécie de peixe
pode ser atacada por diversas espécies destes parasitas. Estes parasitas na fase adulta podem
apresentar em torno de 5 a 22 mm de comprimento, facilmente visiveis a olho nu (Lemos de
Castro, 1985; Barnes et al., 2008).

Por serem parasitas ndo fixos, podem originar lesdes multiplas, deslocando-se a
superficie do hospedeiro, penetram no tegumento, destruindo a epiderme, derme e musculos ou
apenas lesdes epidérmicas com destruicao das escamas e células superficiais, formando lesGes
qgue podem vir constituir uma oportunidade para o ataque de fungos e bactérias em seu
hospedeiro (Luque, 2004; Vasconcelos, 2014). Alimentam-se fazendo com que seu aparelho
bucal, dotado de estrutura semelhante a uma proboscide, penetram profundamente no
hospedeiro, sugando os fluidos. A penetracdo do aparelho bucal causa dano mecanico,
inflamacéo local e irritacdo no peixe. A perfuracdo do tegumento pode causar problemas de
natureza osmorregulatoria e contribuir para a morte do hospedeiro, uma vez que podera gerar
intensa resposta inflamatoria no ferimento. Assim, a gravidade das lesfes estara relacionada,
sobretudo com a intensidade da parasitose (Vasconcelos, 2014; Neethling e Venant-oldewage,
2016).

Nos sitios de agressdo, 0s peixes apresentam hemorragia puntiforme, producédo
excessiva de muco e, em algumas espécies, hiperpigmentacdo da pele. Nas brénquias, a
presenca do parasito provoca hiperplasia das células da mucosa, que se traduz por hipertrofia
do epitélio de revestimento. Focos de necrose nos locais agredidos também podem ser
observados. O Argulus pode fixar-se no globo ocular, provocando lesdes causadas tanto pela

agressao por fixacdo quanto pelas decorrentes infec¢bes secundérias (Shimura, 1983).
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O ciclo de vida é direto, os ovos podem eclodir em 10 a 50 dias ap6s a desova e as
posturas podem ser visualizadas a olho nu. N&o carregam seus 0vos em sacos, 0s depositam
em substratos solidos: pedras, troncos, paredes de aquarios e tanques. Durante a época de
reproducdo ambos os sexos abandonam o hospedeiro e saem a procura de um local para postura.
Suas larvas séo livres em uma ou vérias fases de seu desenvolvimento e no ultimo estagio larval
tendem a fixar-se nos hospedeiros, do qual se alimentam dai em diante. Essas caracteristicas
fazem com que a populacdo de parasitas aumente progressivamente, tornando-se verdadeiras

pragas em cultivo de peixes (Malta e Varela, 2000; Gomes e Malta, 2002).

Em se tratando de perdas na piscicultura, observa-se que o Dolops é mais prejudicial
que o Argulus, devido sua forma de fixacdo e pela facilidade com que se movimentam sobre a
superficie do peixe, provocando diversas lesbes em varias partes do corpo de seu hospedeiro
(Malta e Varela, 1983). Por isso, o tratamento faz-se necessario independentemente da espécie

ou tipo de criagéo.

As substancias mais utilizadas como antiparasitario na aquicultura é o diflubenzuron ,
que caracterizam-se por reduzir a carga de organismos patogénicos sobre a superficie biolégica
dos organismos aquaticos, e 0 uso destes estd associado a seu amplo espectro, rapida acéo e
baixo preco. Entretanto, a utilizacdo dos quimioterapicos na aquicultura pode representar riscos
a seguranca alimentar dos consumidores de peixes, bem como proporcionar lesfes toxicas aos

peixes e danos ao ecossistema aquatico (Soares e Tavares-dias, 2013; Reverter et al., 2014).

Neste contexto, uso de produtos naturais (fitoterapicos) vem ganhando destaque na
sanidade animal, pois, podem ser fontes promissoras de substancias bioativas contra parasitos
e microrganismos. Além disso, tais produtos sdo considerados menos prejudiciais a0 meio
ambiente e apresentam-se como menos agressivos a salde do homem, por indicar menor
possibilidade de residuo. Em relacdo as propriedades terapéuticas destes produtos, estudos
sobre o controle das infestacdes parasitarias de humanos e animais, incluindo os peixes tém

sido estimulados (Nascimento et al., 2007; Soares e Tavares-dias, 2013).

Os fitoterapicos, por definicdo, sdo produtos obtidos de matéria-prima ativa vegetal,
exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo
medicamento fitoterdpico e produto tradicional fitoterapico, podendo ser simples, quando o
ativo e proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo é

proveniente de mais de uma espécie vegetal (BRASIL, 2014).
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As plantas conhecidas como medicinais apresentam ampla atividade antiparasitéria,
antibacteriana e antifingica comprovada por estudos cientificos em animais. Seus derivados
sdo produto da extracdo da planta medicinal fresca ou da droga vegetal, que contém substancias
responsaveis pela acéo terapéutica, podendo ocorrer na forma de extrato, 6leo fixo e volatil,
cera, exsudato e outros (BRASIL, 2014).

Os 6leos essenciais destacam-se por serem misturas complexas de substancias volateis
e lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente odorifera e liquida, constituida, em sua
maioria, por moléculas de natureza terapéutica (Bakkali et al., 2008; Soares e Tavares-Dias,
2013).

Os dleos essenciais quando aplicados a aquicultura apresentam-se como estimulante ,
promotor do crescimento, e antiparasitario (Chakraborty et al., 2013; Dota et al., 2015; Soares
et al., 2015, Hashimoto et al., 2016 ). Essas funcdes estdo ligadas principalmente a substancias
(moléculas) que podem atuar de forma isolada ou combinada por meio de sinergismo entre as
moléculas (Chakraborty et al., 2013). Na aquicultura, a aplicacdo dos 6leos essenciais na
prevencdo e tratamento dessas doengas pode ser feita de duas formas: administracdo oral,
adicionando os 0Oleos na racdo, ou na forma de banhos, também conhecidos por banhos
terapéuticos e tem demonstrados promissores no controle parasitario (Ekanem et al., 2004; Wu
etal., 2011).

Por isso, a aplicacdo de Gleos essenciais e extratos de plantas na aquicultura vém sendo
estudada como método alternativo a utilizacdo de quimioterapicos (Chagas et al., 2015). Uma
das plantas com propriedades medicinais, com potencial quimioterapico na aquicultura é o

Capim santo (Cymbopogon citratus).

O Cymbopogon citratus é originario da india, sendo conhecido popularmente como
Capim-cheiroso, capim cidreira, ou capim-limdo. A espécie é resistente as variacdes do solo e
clima, contudo, as condicGes climéticas ideais para o seu desenvolvimento sdo calor e clima
umido com plena exposicéo solar e chuvas uniformemente distribuidas. E uma espécie herbacea
pertencente a familia POACEAEe, com longas folhas aromaticas, estreitas, agudas e asperas e

com nervura central proeminente (Ortiz et al., 2002 e Santos et al., 2009).

A espécie é cultivada para producdo comercial de Oleo essencial, denominado

internacionalmente como “lemon grass”. O 6leo essencial desta planta ¢ amplamente utilizado
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para fins medicinais, tem seu uso e aplicacdo nas industrias farmacéuticas, alimenticias, de
cosmeticos e perfumaria, bem como para obtencéo do citral, o principal componente do dleo
(Pinto et al., 2013).

Nascimento et al. (2003) relatam que o componente quimico mais representativo no
6leo essencial extraido do capim-santo é o citral, sendo este uma mistura de isdmeros, geranial
(a-citral) e neral (b-citral), que é utilizada pela industria farmacéutica para sintese de ianonas
e vitamina A, acompanhado de pequena quantidade de mirceno. O O.E. do C. citratus tem acéo

espasmolitica e calmante comprovada, atribuida a presenca do citral (Matos, 2000).

Como antiparasitario, o 6leo de C. citratus, apresentou controle da populacdo de
Haemonchus contortus (nematoides bovino) nos estagios larvais e posturas deste parasito.
Analisando a composi¢ao quimica, o citral foi o principal constituinte do dleo essencial de C.
citratus, sendo assim, a substancia ativa responsavel pela atividade antiparasitaria (Macedo et
al., 2015). Em ectoparasita bovino, o 6leo de C. citratus apresenta controle parcial de ovos e
larvas de Rhipicephalus microplus, na qual apresentou como um usO Promissor como

carrapaticida, inclusive em populacdes resistentes a bases quimicas (Santos e VVogel, 2012).

No entanto, ndo foram encontrados estudos de Oleos essenciais no combate aos
Argulideos. Dessa forma, este trabalho investiga a necessidade de alternativas naturais no
tratamento destes parasitos, visto que estes podem ocorrer tanto em ambiente natural como em
ambiente de criacdo, por causarem danos ao seu hospedeiro em um periodo curto de tempo.
Contudo, antes da indicacdo de dleos essenciais para 0 uso na aquicultura, é preciso realizar
teste de eficiéncia com o foco para viabilidade de uso destas possiveis alternativas vinculadas

ao uso de produtos naturais.

Esta dissertacdo foi organizada em forma de uma introducdo geral, objetivos gerais
especificos e um artigo cientifico, a ser submetido para a revista Journal Experimental Biology
(normas em anexo-A). As figuras e tabelas foram inseridas no corpo do texto para melhor
compreensdo das informacdes e visualizacdo dos resultados. Entretanto, na formatagéo final

(figuras e tabelas) serdo organizadas conforme as normas da revista
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Objetivos

Geral:

Avaliar os efeitos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus no controle de Argulidae

(Crustacea, Branchiura).

Especificos:

Verificar a eficiéncia do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e determinar a

concentracdo letal (CL s0-24n) N0 controle de argulideos adultos;

Verificar a eficiéncia do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e determinar a

concentragéo letal (CL s0-24n) N0 controle das oviposigdes dos argulideos;

Verificar o efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus sobre a morfologia ocular

dos argulideos.
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Resumo

Os crustaceos argulideos séo ectoparasitos de peixes, que causam prejuizos na piscicultura, por
isso seu controle é fundamental. Este trabalho estudou efeitos do éleo essencial de Cymbopogon
citratus (compostos majoritarios: geranial, neral e mirceno) no controle de ectoparasitas de
peixes pertencentes a familia Argulidae (Dolops discoidalis e Argulus sp) adultos e em
oviposicdes, atraves do teste CLso-24n. NO teste foram utilizados dois grupos controle (agua e
alcool) e as concentracGes de 20 pg/L, 40 pg/L; 60 pg/L, 80 pg/L, 100 pg/L, 120 pg/L, 140
pg/L e 160 pug/L de oleo essencial de C. citratus. Os resultados demonstraram que os argulideos
adultos tem reaces diferentes para o 6leo essencial de C. citratus, a mortalidade maxima para
os representantes do Argulus sp iniciou a partir da concentracdo de 100 pg/L, enquanto a
mortalidade maxima do Dolops discoidalis iniciou no tratamento de 80 pg/L. A Concentracdo
Letal 50% (CLso-24n) para o Argulus sp adulto foi 76,3 pg/L e para o Dolops discoidalis adulto
foi 59,3 pg/L. Foi observado que toda mortalidade no teste (CLso-24n) OCOrreu na primeira hora.
Em relagdo as oviposicOes dos argulideos, o dleo essencial de C. citratus tiveram resultados
semelhantes, em ambos, a mortalidade maxima (100%) das oviposi¢des iniciou a partir dos
tratamentos de 140 pg/L e 160 pg/L. A Concentragéo Letal 50% (CLso-24n) para as oviposigoes
do Argulus sp e Dolops discoidalis foram 99,7 pg/L e 99,3 ug/L, respectivamente.

Palavras chaves: Fitoterapico, Ectoparasitos, Crustaceos.
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Introducéo

A aquicultura € uma das atividades agropecuarias em crescimento, contudo, € observado
mortalidades de pescado decorrente das enfermidades provenientes de infestacdes parasitarias,
que afetam a produtividade, causando perdas significativas para o setor aquicola (Evans et al.,
2007). Entre os parasitos na aquicultura estdo os crustaceos pertentes a subclasse Branchiura

denominados de argulideos.

Os argulideos pertencem a ordem Arguloidea, familia Argulidae. Os principais géneros
pertencentes desta familia sdo Argulus e Dolops. O género Argulus € amplamente difundido
sobre o globo, enquanto o género Dolops encontra-se restrito a América Central e do Sul, Africa

e Oceania (Castro e Fernandes, 2009).

O ciclo de vida é direto. As oviposicdes sdo depositadas sobre uma superficie,
tipicamente enfileiradas paralelamente, apés a eclosdo, a forma larval infesta o hospedeiro e
assemelha-se a forma adulta (Walker et al., 2004), na fase adulta podem apresentar tamanho
em torno de 5 e 22 mm (Lemos de Castro).

Em geral, apresentam baixa especificidade parasitaria, aderem-se a superficie corporal
e em alguns casos, na cavidade branquial de seus hospedeiros (Malta e Varella,1983). Possuem
um aparelho bucal desenvolvido, constituido de apéndices anteriores localizados na superficie
ventral, No caso do género Argulus, o primeiro par de maxilas se modificou em ventosas
tubulares, enquanto no género Dolops modificou-se em ganchos; as anténulas dos argulideos
modificaram-se em formas de ganhos para melhor fixacdo nos hospedeiros. Estas modificagdes
intensificam os danos mecanicos que contribuem para a morte do hospedeiro (Castro e
Fernandes, 2009; Vasconcelos, 2014).

Na sanidade animal, a fitoterapia é uma alternativa de tratamento, que apresenta fontes
promissoras de substancias bioativas contra parasitos e microrganismos, dado os efeitos
minimizados frente as drogas sintéticas aplicadas na aquicultura para o controle parasitario
(Soares e Tavares-Dias, 2013). Uma das plantas com propriedades medicinais e com potencial

quimioterapico € o Capim santo (Cymbopogon citratus).

O Cymbopogon citratus é uma planta herbacea pertencente a familia POACEAEeg, com

longas folhas aromaticas, estreitas, agudas e dsperas e com nervura central proeminente. O éleo
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essencial desta planta é amplamente utilizado para fins medicinais, farmacéuticos e alimenticios
(Ortiz et al., 2002; Santos et al., 2009).

O odleo essencial do C. citratus apresentou-se eficiente no controle de nematoides
gastrointestinais bovinos (Haemonchus contortus) e em ectoparasitos bovinos (Rhipicephalus
microplus tantos nas fases adultas como nas oviposi¢des parasitarias (Macedo et al., 2015;
Santos e VVogel, 2012 ). Contudo, ndo ha estudos de dleos essenciais de C. citratus aplicados na
sanidade e controle de ectoparasitos na aquicultura. Por isso este trabalho busca alternativas
naturais para o tratamento de Argulideos, tendo como objetivo avaliar os efeitos do Oleo
essencial de Cymbopogon citratus no controle de Argulidae (Crustacea, Branchiura).

Material e métodos
Cultivo dos argulideos

O cultivo dos parasitos ocorreu nas dependéncias do Laboratério de Genética e
Biodiversidade da Universidade Federal do Oeste do Para-UFOPA-Campus Tapajo (Santarém-
Paré- Brasil). Os exemplares dos argulideos: Argulus sp (Fig. 1A, Fig. 1B) e Dolops discoidalis

(Fig. 1C, Fig. 1D) foram obtidos de Aracu (Schizodon fasciatus) infectados em ambiente natural

(Lago do Maicé e Lago do Mapiri-Santarém-Para- Brasil).

Fig. 1 Argulideos: Fig. 1A Vista dorsal do Argulus sp, Fig. 1B Vista ventral do Argulus sp, Fig.
1C Vista dorsal do Dolops discoidalis, Fig. 1D Vista ventral do Dolops discoidalis

Os animais foram mantidos em caixas experimentais (500L) acopladas com aeradores e

filtro mecanico e monitorados diariamente os parametros fisico-quimicos da agua (pH,



20

condutividade elétrica, oxigénio dissolvido; solidos dissolvidos totais e temperatura) com o
auxilio do Multipardmentro (Extec L150 e Lovibond Senso Direct 150).

Para obtencdo das posturas (Fig. 2) as caixas experimentais foram forradas com
estruturas plasticas removiveis transparentes nas bordas e no fundo. Apos a desova, as posturas
foram recortadas e analisadas em estereomicroscopio (Bel photonics) antes dos testes.

Fig. 2 Oviposicdes dos argulideos: Fig. 2A Argulus sp e Fig. 2B Dolops discoidalis.
Obtencdo e Caracterizacdo quimica do dleo essencial do Cymbopogon citratus

O oleo essencial foi obtido no Laboratério de Bioprospecgdo e Biologia experimental
(LABBEX-UFOPA) (Santarém- Pard — Brasil) pelo método de hidrodestilacdo em aparelho
tipo Clevenger (Marca Vidrolabor) o tempo de extracdo foi fixado em 120 min (Ming et al.
1996). Apo6s a extracdo do 6leo essencial de Cymbopogon Citratus, este foi armazenado em
recipiente de vidro &mbar, etiquetado e mantido sob refrigeracdo a temperatura de 5°C, até o
momento do inicio dos experimentos.

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial ocorreu por meio de cromatografia gasosa
(cromatdgrafo Agilent Technologies, acoplado a um detector seletivo de massa Agilent

Technologies) os dados foram analisados no programa GCMS Prostrun Analysis.
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Procedimento Experimental-CLso-24n do Cymbopogon citratus
Concentracéo Letal (CLso-24n) nos argulideos adultos

Os testes ocorreram no Laboratério de Quimica Multiusuario-ICTA, seguindo a
metodologia proposta por Ekanen et al. (2004) com modificacdo nas concentracfes. As
concentragOes para o teste da concentragdo letal CLso-24n do Cymbopogon citratus foram: 20
Mg/L; 40ug/L; 60 pg/L; 80 pg/L; 100 pg/L; 120 pg/L; 140 pg/L e 160 pg/L e dois tratamentos

controles; controle agua e controle alcool.

Os parasitos adultos foram retirados dos peixes com o auxilio de pinca e colocados em
um Becker com &gua do tanque e aeracdo constante. O teste consistiu na utilizacao de 5 parasitas
em cada placa de Petri (25 ml), cada tratamento foi em triplicata, totalizando 15 parasitos por

tratamento (150 Dolops discoidalis e 150 Argulus sp) expostos por 24h.

Os parasitos foram submetidos simultaneamente em cada placa de Petri. As placas ndo
foram tampadas e as observagdes ocorreram nos seguintes horarios: 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h,
10h, 11h, 12h e 24h. Foram realizadas observacGes quanto ao movimento dos parasitos
(natacdo, movimentos nas anténulas, apéndices, movimentos musculares) com auxilio do
estereomicroscopio. Confirmada a auséncia de movimentos nos parasitos, os mesmos foram

submetidos a recuperacao.

A recuperacdo consistiu em submeter os parasitos em um recipiente com agua sem 6leo
essencial (retirada do tanque de cultivo) e aeracdo constante. Foi observado o tempo em
segundos ou minutos para o retorno dos movimentos. O tempo maximo de recuperac¢do foi 60

min (1h), apos este tempo, ndo observado movimentacdo, foi considerado a morte do parasito.
Concentragéo Letal (CLso-24n) nas oviposigoes

O teste de CLso-24n aplicado nas oviposi¢des dos parasitos, consistiu no monitoramento
do tempo de vida das oviposicdes, retiradas destas do tanque de cultivo, onde foram recortadas

e analisadas em estereomicroscopio para registro fotografico e contagem dos ovos.

No teste da CLso-24n, foram utilizadas uma oviposicdo em cada placa de Petri (25 ml),
cada tratamento foi em triplicata, totalizando 60 oviposi¢Ges (30 oviposi¢cbes do Dolops
discoidalis e 30 oviposi¢Ges do Argulus sp) expostas por 1h nas concentracfes de 20 pg/L;
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40ug/L; 60 pg/L; 80 pg/L; 100 pg/L; 120 pg/L; 140 pg/L e 160 pg/L de dleo essencial de
Cymbopogon citratus. Apds a exposicao as posturas foram observadas por 30 dias, a fim de
observar as caracteristicas das posturas como pigmentacdo, fixacdo, desenvolvimento dos

embrides e eclosdes das oviposicdes (eficiéncia do tratamento).

Ap0s os testes as oviposicdes e 0s parasitos adultos foram fixados em solucéo de formol
10% (por 24 horas) e posteriormente foram armazenados em alcool 70% para o processamento

histologico.
Avaliacgdo histologica

O processamento histolégico das amostras foi realizado no laboratério de Quimica
Multiusuario da UFOPA — Universidade Federal do Oeste do Para, campus de Santarém-Para. Os

procedimentos foram adaptados de protocolos de Sousa (2014).

Inicialmente, o material biologico foi desidratado a partir de uma sequéncia de banhos
crescente de alcool com 30 minutos de duragdo cada um (75%, 80%, 90%, 95% finalizando com
um banho triplo com é&lcool etilico 1001, 10011 e 100111). Apos essa etapa, as amostras foram
diafanizadas com xilol duas vezes para que o material se tornasse translucido (5 minutos cada) em
seguida, realizados mais dois banhos, com intervalo de uma hora, de parafina liquida em estufa a
60°C.

Cada amostra foi emblocada em perfil sagital parafina para que fosse possivel a realizagao
das sequéncias de cortes histoldgicos em perfil sagital com auxilio de micrétomo no laboratorio.
Na etapa de preparagéo de Iaminas, as secc¢des de parafina foram fixadas com gelatina diluida.

Para a desparafinizacdo das laminas, o material passou por sucessivos banhos de xilol (xilol
I e xilol 11, 5 minutos cada) quatro concentracdes decrescentes diferentes de alcool etilico (trés
minutos cada) e agua destilada (trés minutos). Em seguida, as laminas foram coradas a partir da

imersdo em hematoxilina durante 50 segundos e eosina durante 15 segundos.

Posteriormente, realizou-se a desidratacdo das laminas com imersdo crescente de alcool
etilico e xilol para entdo iniciar o processo de montagem das Iaminas, o qual foi aplicado o
gotejamento (trés gotas) de verniz vitral Acrilex sobre a lamina, recobrindo o material com laminula

e encaminhado para secagem em temperatura ambiente antes de iniciar as analises.
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Para a analise da morfologia dos argulideos foram observadas as seguintes estruturas:
anténulas, olhos, olho “nauplius”, pereion, pleon, segunda antena, primeira maxila, segunda maxila,

area respiratoria superior e &rea respiratéria inferior (Fig. 3)
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Fig. 3 Morfologia dos Argulideos: Fig. 3A Vista Dorsal, Fig. 3B Vista ventral. Adaptado de
Lemos de Castro, 1985.

Analise estatistica

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua foram expressos em média e erro
padrdo, as diferencas foram avaliadas através do teste ANOVA no programa no Programa
SigmaPlot11.

Os dados referentes ao uso do 6leo essencial de Cymbopogon citratus no controle de
posturas e argulideos adultos estdo expressos em média e erro padrao, O teste de Shapiro-Wilk

foi feito para avaliar normalidade.

A homogeneidade das trés repeticdes foi verificada pelo teste de Kruskal-Wallis, no

programa SigmaPlot11.

A Concentracdo Letal (CLso2s4n) foi determinada pelo método Probito através do

programa SSPP6.
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Resultados

Caracterizacao do 6leo essencial de Cymbopogon citratus

O oleo essencial extraido do Cymbopogon citratus apresentou rendimento superior a
1%, e Monoterpenos Oxigenados como componentes majoritarios, seguido dos Monoterpenos
hidrocarbonetos, os constituintes quimicos majoritarios € o Geranial (47,5%) seguido do Neral
(35,6%) e Mirceno (6,7%) (Tabela 1).

Tabela 1 Rendimento e componentes quimicos majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon

citratus. Rlcaic = tempo de retencdo calculado; Rliit = tempo de retencédo da literatura.

Rendimento do 6leo (%) 1,8%
Constituinte do 6leo (%) Rlcaic Rliit A%
Octano 798 800 0,1
Hex-3E-enal 847 792 0,0
6-metil-5-Hepten-2-ona 983 981 0,4
Mirceno 989 988 6,7
Limoneno 1027 1024 0,0
Z -B- Ocimeno 1034 1032 0,2
E-B-Ocimeno 1044 1044 0,1
6,7- Epoxidomirceno 1091 1090 0,2
Linalol 1098 1095 0,6
Perileno 1100 1102 0,2
Oxido de a-pineno 1103 1099 0,3
Limonona cetona 1134 1131 0,1
Exo-Isocitral 1142 1140 0,3
Trans -a-necrodol 1147 1144 0,2
Citronelal 1150 1148 0,1
Oxido de B-pineno 1154 1154 0,1
Z- Isocitral 1162 1160 0,8
Epoxido de rosafurano 1173 1173 0,4
E- Isocitral 1180 1177 1,0
Cis-piperitol 1200 1195 0,1
Citronelol 1227 1223 0,4
Nerol 1232 1227 0,2
Neral 1241 1235 35,6
Geraniol 1253 1249 3,0
Geranial 1271 1264 475
2-Undecanona 1292 1293 0,3
Formato de geranila 1301 1298 0,1
Acetato de citronelila 1352 1350 0,0
Acetato de geranila 1382 1379 0,3
B-Cariofileno 1418 1417 0,2
a-trans-bergamoteno 1434 1432 0,1
Z-pB- farneseno 1442 1440 0,2
a-Humeleno 1452 1452 0,1
E-B-farneseno 1455 1454 0,6

E- B- lonona 1485 1487 0,1



25

2- Tridecanona 1493 1495 0,3
Oxido de Cariofileno 1579 1482 0,4
Selin-11-en-o-ol 1658 1658 0,2
2-Pentadecanona 1696 1697 0,3
2E,6E-farnesal 1741 1740 0,1
Hexadecanoato de geranila 1753 1748 0,2
Hexadecanol 1877 1874 0,2
Octanoato de geranila 1947 1943 0,5
Monoterpenos hidrocarbonetos 6,9
Monoterpenos Oxigenados 90,7
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 0,4
Sesquiterpenos Oxigenados 0,4
Outros 1,3
Total (%) 99,2

Concentracéo Letal CLso-24n do 0leo essencial do Cymbopogon citratus
Parasitos adultos

Os valores dos parametros fisico quimicos da dgua nas caixas experimentais de cultivo
dos argulideos ndo apresentaram diferenca no decorrer do experimento (p>0,05) a temperatura
apresentou média de 27,5° (+£0,91); Oxigénio dissolvido 6,7 mg/l (£0,38); pH 7,3 (x 0,11);
Condutividade elétrica 92 uS/cm (z 0,46).

No teste CLso-24n do Oleo essencial de C. citratus no Argulus sp adulto, a mortalidade
teve inicio no tratamento de 40ug/L com total de 3 (+ 1) Argulus mortos, conforme aumenta
concentracdo do Oleo essencial, aumenta também a mortalidade, até atingir a mortalidade
maxima na concentracao de 100ug/L com mortalidade de 15 (+£5) Argulus sp. Houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,050) (Fig. 4A).

Para os representantes do Dolops discoidalis adultos submetidos ao teste CLso-24n dO
6leo essencial de Cymbopogon citratus, a mortalidade iniciou a partir do tratamento de 40 pg/L
com o tatal de 6 ( +2) Dolops discoidalis mortos. Conforme aumenta a concentracdo do 6leo
essencial, aumenta também a mortalidade, até atingir a mortalidade méaxima na concentracao
de 80upg/L com mortalidade de 15 (x5) Dolops discoidalis. Houve diferenca entre o0s
tratamentos (p< 0,050). (Fig. 4B).
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Fig. 4 mortalidade dos argulideos: Fig. 4A Mortalidade Argulus sp submetidos ao teste de CLso-
240 cOm Oleo essencial de Cymbopogon citratus, Fig. 4B Mortalidade do Dolops discoidalis
submetidos aos testes de CLso-24n com 0leo essencial de Cymbopogon citratus. Letras diferentes

indicam diferenca entre os tratamentos (p< 0,050).

Observa-se gque os representantes da familia Argulidae reagem diferente em relacéo a
CLso-24n com 0Oleo essencial de Cymbopogon citratus. O Dolops discoidalis demonstrou ser mais

sensivel ao produto que o Argulus sp.

Analisando o tempo de acdo do 6leo essencial de Cymbopogon citratus nos argulideos.
A mortalidade no Argulus sp ocorreu na primeira hora do teste (Fig. 5A), esta mesma situagdo

também foi registrada para o Dolops discoidalis (Fig. 5B).
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Fig. 5 Mortalidade e tempos de observacao: Fig. 5A Mortalidade e tempo de observacéao
do Argulus sp no teste CLso-24n do Oleo essencial de Cymbopogon citratus, Fig. 5B Mortalidade
e tempo de observacdo do Dolops discoidalis no teste ClLso2sn do Oleo essencial de

Cymbopogon citratus.

A CL 50 do oleo essencial de C. citratus para o Argulus sp adulto foi 76,3 pg/L (Fig.
6A). A CL 50 determinada para o Dolops discoidalis adulto é 59,3 pg/L do 6leo essencial do
Cymbopogon citratus (Fig. 6B).
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Fig. 6 Concentracdo Letal para os argulideos adultos: Fig. 6A Concentracédo Letal 50% (CLso-
24n) dos Argulus sp submetidos ao teste de CLso-24n com 6leo essencial de Cymbopogon citratus,
Fig. 6B Concentracdo Letal 50% (CLso-24n) Dolops discoidalis submetidos ao teste de CLso-24n

com Gleo essencial de Cymbopogon citratus.

Oviposigdes dos argulideos

Observou que em ambas as espécies dos argulideos (Argulus sp e Dolops discoidalis),
ndo houve mortalidade das oviposi¢cdes nos tratamentos controles (agua e &lcool) e nos
tratamentos de 20 pg/L e 40ug/L do bleo essencial de Cymbopogon citratus. A mortalidade das
oviposicdes para ambas as espécies iniciou nos tratamentos de 60 pg/L com mortalidade de
25% das oviposi¢cdes do Argulus sp (Fig. 7A) e 26 % das oviposi¢bes do Dolops discoidalis
(Fig. 7B), em ambos, a mortalidade méaxima (100%) das oviposi¢fes iniciou a partir dos

tratamentos de 140 pg/L e 160 pg/L, os tratamentos diferenciaram (P<0,050).

A Argulussp B Dolopsdiscoidalis

a
[=Y
o

o

—100% —L —L - 100

d

d
C
b
a a a a
40 [E] a0 100 120

ControleControle 20
dlcool  dgua

d

d
C
b
a a a a
40 6o 80 100 120

ControleControle 20
dlcool  Agua

o

2

Ed
2
Ed

Mortalidade das oviposigdes (%)

=]
Ed

140 160

Mortalidade das oviposigdes (%)
E

140 160

Tratamentos (pg/L) Tratamentos (ugiL)

Fig. 7 Mortalidade das oviposi¢fes dos argulideos: Fig. 7A Mortalidade das oviposi¢des do
Argulus sp do submetidos ao teste de CLso-24n, Fig. 7B Mortalidade das oviposi¢des Dolops
discoidalis submetidos ao teste de CLso-2an cOm 0Oleo essencial de Cymbopogon citratus. Letras

diferentes indicam diferenca entre os tratamentos (p<0,050).
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A CL 50 determinada para as oviposi¢@es do Argulus sp foi 99,7 pg/L do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus (Fig. 8A). A CL50 determinada para as oviposi¢des do Dolops
discoidalis foi 99,3 pg/L do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (Fig. 8B).
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Fig. 8 Concentracdo Letal das oviposi¢Ges dos argulideos: Fig. 8A Concentracdo Letal 50%
para as oviposicGes do Argulus sp submetidos ao teste de CLso24n cOm Oleo essencial de
Cymbopogon citratus, Fig. 8B Concentracdo Letal 50% para as oviposi¢cbes do Dolops

discoidalis submetidos ao teste de CLso-24n com Gleo essencial de Cymbopogon citratus.

Apds o tempo de observacao (30 dias), foi notado que as oviposi¢des dos argulideos
(Argulus sp e Dolops discoidalis) em que ocorreu mortalidade, apresentaram alteragcdo no
formato elipsoide caracteristico das oviposi¢@es dos argulideos, perda de aderéncia ao substrato
e coloracdo escura. (Figura 9).
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Fig. 9 Oviposicdes dos argulideos no teste CLso-24n: Fig. A oviposicdes do Argulus sp antes do
teste CLso-24n, Fig. 9B Oviposicdo do Argulus sp ap6s o tempo de observagdo do teste CLso-24n,
Fig. 9C oviposicdo do Dolops discoidalis antes do antes do teste CLso-24n , Fig. 9B Oviposicdo

Dolops discoidalis ap6s o tempo de observacdo do teste CLso-24n.

Analisando os dados obtidos no teste da CLso-2sn cOm 0 Gleo essencial de Cymbopogon
citratus, aponta que este 6leo mostrou-se efetivo para o controle contra os argulideos adultos e
nas oviposicdes. Para o caso, € necessario conhecer os efeitos deste 6leo sobre a morfologia do

Argulus sp e Dolops discoidalis submetido ao teste da CLso-24n.
Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus sobre a morfologia dos argulideos.

As estruturas dos argulideos analisadas foram os olhos, olho “nauplius”, pereion, pleon,
anténula, segunda antenas, primeira maxila, segunda maxila, area respiratoria superior e area
respiratoria inferior, a fim de determinar alguma alteracdo morfol6gica nos grupos controles

(&gua, alcool) e tratamentos 20 pg/L, 40 pg/L e 80 pg/L.

Dentre as estruturas analisadas, a que apresentou algum tipo de alteracdo morfoldgica
no grupo controle (controle dgua e controle alcool) em relacdo aos tratamentos usados no teste
da CL50 24h com o 6leo essencial de Cymbopogon citratus foram os olhos compostos dos
argulideos (Fig.10).
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Fig. 10A olhos composto dos argulideos, Fig. 10B estrutura de um omatideo de um crustéceo.
Adaptado de Boulhosa 2011.

Os argulideos (Argulus sp e Dolops discoidalis ) apresentam olhos compostos, foi
observado os omatideos apresentaram alteragdo no formato destas estruturas conforme a
presenca do Oleo essencial de Cympogon citratus na 4gua (20 pg/L, 40 pg/L e 80 ug/L),

conforme o aumento da concentracdo do 6leo essencial de Cympogon citratus na agua, estas
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alteragBes no formato dos omatideos torna-se mais evidente. As alteracbes dos omatideos do

Argulus sp estdo indicadas com setas (Figura 11)
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Fig. 11 Cortes histologicos demonstrando os olhos dos Argulus sp. Submetidos a CLsg 24n Fig.
11A Controle agua, Fig. 11B Controle alcool, Fig. 11C Tratamento 20 pg/L, Fig. 11D
Tratamento 40 pg/L, Fig. 11E Tratamento 60 pg/L, Fig. 11F Tratamento 80 pg/L. Escala de

100 pm. (Seta indica alteracdo dos omatideos conforme os tratamentos no teste da CLso 24n ).
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As alteragOes dos omatideos do Dolops discoidalis estdo indicadas com setas (Figura 12).

Fig. 12 corte histol6gico demonstrando os olhos dos Dolops discoidalis. Submetidos a CLso-24n
Fig. 12A Controle &gua, Fig. 12B Controle alcool, Fig. 12C Tratamento 20 pg/L, Fig. 12D
Tratamento 40 pg/L, Fig. 12E Tratamento 60 pg/L, Fig. 12F Tratamento 80 pg/L. Escala de
100 pum. (Seta indica a alteracdo dos omatideos conforme os tratamentos usados no teste da
CLso 24n).

Nota-se que apds analise das amostras dos argulideos submetidos ao teste da CLso-24n dO
6leo essencial de Cymbopogon citratus foi possivel observar que houve alteracdo no sistema

ocular destes parasitos.
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Discussao

O oleo essencial extraido do Cymbopogon citratus apresenta um bom rendimento
(acima de 1%) e seus constituintes majoritarios assemelham-se aos de 6leos essenciais de
Cymbopogon. citratus cultivados em outras regides do pais em diferentes laminas de irrigacdo
(Pinto et al., 2013; Macedo et al., 2015). Estas caracteristicas tornam o 6leo essencial do C

citratus promissor para o cultivo e aplicacdo como um bioproduto na aquicultura.

Na aquicultura o Citral é o composto majoritario do dleo essencial extraido do
Cymbopogon flexuoso, e tem eficacia comprovada como anestésico em alevinos do hibrido
tambacu na concentracdo de 330ul/L (Lima-neto et al., 2016). Ao analisar o grupo dos
Monoterpenos, 0os componentes mentol, timol e carvona mostraram-se ativos durante o
tratamento contra ectoparasitos monogenoides de Colossoma macropomum e Oreochromis
niloticus indicando efetivos na atividade antiparasitaria de monogenias (Soares et al., 2017;
Hashimoto et al., 2016).

Analisando os componentes monoterpenicos, 0 geraniol mostrou-se ativo durante o
tratamento in vitro contra larvas de Contracaecum sp. em traira Hoplias malabaricus, indicando
atividade anti-helmintica promissora contra o parasito supra-citado (Barros et al. 2009). O
geraniol é um dos constituintes majoritarios mais abundantes nos 6leos essenciais de plantas
do género Lippia sp, conferindo a essas plantas potencial antiparasitario promissor para uso em
piscicultura (Soares e Tavares-Dias 2013) este mesmo composto foi encontrado no 6leo

essencial de Cympogongon citratus.

Em 6leos essencial extraidos de plantas do género Lippia, foram: geranial, neral, B-
cariofileno, carvona, limoneno, geraniol, mirceno, 1,8-cineole e germacreno D, dentre outros

gue demonstraram atividade antiparasitaria em colossoma macropomum (Soares, 2016).

Neste estudo, o geraniol, neral e mirceno que foram os compostos majoritarios do dleo
essencial do Cymbopogon citratus, apresenta-se como um potencial bioproduto no controle de
ectoparasitos da familia Argulidae (Argulus sp e Dolops discoidalis) e responsavel pela

mortalidade destes argulideos.
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O tratamento com 6leo essencial de Cymbopogon citratus em representantes do Argulus
sp e Dolops discoidalis apresentaram mortalidade méxima nas concentra¢des de 100 pg/L e 80
Mg/L, respectivamente. Estas concentracBes séo inferiores das encontradas por Soares et al.
(2017) na eficacia do tratamento com 6leo essencial de Lippia origanoides em monogenas de
branquias de Colossoma macropomum que relataram a mortalidade maxima na concentracéo
de 160 mg/Lt. E também inferiores as apresentadas por Hashimoto et al. (2016) na eficéacia do
tratamento de mondgenas parasitos de branquias de peixes com 0Oleo essencial de Lippia

sidoides e Mentha piperita nas concentra¢des de 160 mg L e 320 mg L%, respectivamente.

Os testes do 6leo essencial de Cymbopogon citratus nos argulideos sdo experimentos de
curta duracdo que permitem respostas rapidas na estimativa dos efeitos toxicos letais, a CL(so-
24n) determinada para o Argulus sp foi 76,3 pg/L e para o Dolops discoidalis foi 59,3 pg/L.
Esses resultados de Concentracdo Letal 50% podem ser facilmente apresentados através de
gréaficos, como por exemplo a curva logistica, usada para demonstrar que as porcentagens de
organismos que exibem respostas adversas estdo diretamente relacionadas com as
concentragOes utilizadas nos teste de CLso-24n do Oleo essencial. Buratini e Bertoletti (2014)
afirmam que normalmente essa curva apresenta o formato de “S”. Esse fato ocorreu no presente
estudo, pois a mortalidade dos argulideos nos testes Cl s0-24n Se deu em funcédo das concentragdes

de exposicao.

A mortalidade do Argulus sp. e Dolops discoidalis submetidos a CLsg-24n OCOrreram na
primeira hora de exposicao do 6leo essencial. Este resultado assemelha-se aos encontrados por
Soares et al. (2017) que indicaram 100% de eficicia em até uma hora de exposicdo nas
concentragdes superior a 160 mg/L™. Com este resultado sugere-se banhos terapéuticos de curta
duracdo de 30 a 60 minutos (Alexandrino e Raia, 1997) para o controle de argulideos adultos

(Argulus sp e Dolops discoidalis).

No tratamento contra Argulus sp Kumar et al. (2012) empregaram a substancia de
azadiractina EC 25%(SOM Phytopharma, india) que é um composto quimico pertencente ao
grupo monoterpeno obtida da planta nenn, em teste in vitro da solucéo de azadiractina levou a
uma mortalidade de 100% de Argulus sp nas concentra¢des de 20 e 15 mg L-1 durante 25 e 3
h, respetivamente. Enquanto que, no teste in vivo, a eficacia 100% antiparasitaria da solucao de
Azadiractina foi encontrada em 15 e 20 mg L-1 por 72 e 48 h, respectivamente. A CL50 por 48
horas foi de 20 mg L -1.
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Nas oviposi¢des, do Argulus sp e Dolops discoidalis a mortalidade maxima ocorrem
a partir do tratamento de 140 pg/L e 160 pg/L. segundo Gomes e Malta (2002) os ovos dos
argulideos sdo cobertos por uma camada gelatinosa que o encobre logo apds a desova, esta
camada endurece rapidamente ao entrar em contato com agua, na qual protege e o fixa
firmemente no substrato, neste contexto presume-se que esta camada protegeu as oviposi¢oes
das concentracgdes de 20 pg/L e 40 pg/ onde ndo ocorreu mortalidade das oviposi¢fes. Contudo,
a medida que aumenta as concentracdes do O.E de C. citratus, aumenta a mortalidade das

oviposicoes.

A Concentracdo Letal necessaria para inibir 50% das oviposicGes do Argulus sp e
Dolops discoidalis foram bem préximas (99,7 pg/L e 99,3 pg/L respectivamente), no entanto,
ndo foram encontrados trabalhos relacionados ao tratamento das oviposi¢Oes parasitarias na
aquicultura. Porém, Macedo et al. (2015) ao estudar a eficacia do éleo C. citratus na inibicdo
das oviposicdes parasitarias de Haemonchus contortus (nematoide de ruminante), determinou
que a concentracdo necessaria para inibir 50% das eclosdes dos ovos foi 0,14 mg/mL-t. O
componente quimico majoritario do 6leo essencial no referido estudo foi o Citral, na qual indica

esta substancia como responsavel pela atividade de inibicéo das posturas.

O efeito do 6leo essencial de C. citratus sobre a morfologia dos argulideos, e todas as
estruturas observadas (anténulas, olhos, olho “nauplius”, pereion, pleon, segunda antena,
primeira maxila, segunda maxila, area respiratoria superior e area respiratoria inferior), a
estrutura que apresentou alteracdo foram os olhos dos argulideos. O sistema visual dos
crustaceos € constituido por olhos compostos que contém milhares de unidades Opticas,
chamadas de omatideos (Brusca e Brusca, 2007), morfologicamente notou que tanto nos
Argulus sp quanto no Dolops discoidalis houve alteracdo no formato dos omatideos nos

tratamentos com o 6leo essencial.

O omatideo € a estrutura do sistema ocular dos argulideos que distingue a claridade da
escuridao, cada omatideo consiste em cornea, cone cristalino, células pigmentares e o rabdoma.
Cada omatideo recebe estimulos visuais de um ponto diferente que o omatideo vizinho
(Boulhosa, 2011), pressupde que esta situacdo acentua a sensibilidade dos olhos compostos,

evidenciando a sensibilidade dos olhos frente a substancias presentes na agua.

Neste trabalho, os resultados obtidos através do teste CLso-24n do 6leo essencial de C.

citratus demonstram que este 6leo é promissor no controle deste parasito adulto e nas
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oviposicoes. Estas concentracdes estdo abaixo das concentracGes em que o citral atua como
anestésico em alevinos do hibrido tambacu na concentracao de 330ul/L (Lima-neto et al., 2016)

0 que possibilita investigar a aplicabilidade deste 6leo em peixes parasitados.

O oleo essencial é um produto de origem natural e com caracteristicas volateis, e
apresenta um efeito residual no ambiente menor os quimioterapicos usados no controle
parasitario na aquicultura. Porém, sdo necessarios estudos para implementacdo de protocolos
farmacologicos e terapéuticos visando o controle de argulideos, bem como o aprimoramento

do manejo de animais de interesse zootécnico.
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Considerac0es Finais

O uso de produtos naturais no controle de ectoparasitos € um campo em ascensdo e com
grandes expectativas de crescimento na aquicultura. Este trabalho é o primeiro estudo com o
uso de 6leo essencial de Cymbopogon citratus no controle de ectoparasitos de peixes da familia
Argulidae. Contudo, estudo em peixes infectados devem ser realizados para a indicagao deste
6leo na aquicultura, uma vez que neste trabalho foram determinadas as concentracBes que
ocorram a mortalidade desses ectoparasitas adultos e em oviposicdes atravées do teste CLso-24n
com O.E de C. citratus. A utilizacdo desta substancia deve ser considerada devido as evidéncias

de suas substancias bioativas com potencial uso no controle parasitario.
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Preparing the text and tables

The information below relates to a standard Research Article. For all other article types, please refer to the
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3.1 File formats
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3.2.3. Abstract
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paper, summarise the main findings and highlight the significance of the data and main conclusions. The
abstract is used by abstracting services without modification and is often read more frequently than the full
paper and therefore needs to be comprehensible in its own right. Do not include subheadings or references,
and avoid any non-standard abbreviations.

3.2.4. Introduction

This section should succinctly provide the background information that is required to set the results into their
proper biological context. It should not contain subheadings.

3.2.5. Materials and methods

This section should include sufficient detail to understand and to replicate the experiments performed, in
conjunction with cited references. To facilitate detailed description of materials and methods (allowing the
reader to fully understand and replicate the experimental protocols), this section does not count towards the
word limit for article length. The materials and methods should be divided into sections, and should include
subsections detailing reagents, animal models and statistical analysis. Provide names and locations (town,
state, country) for ALL equipment and reagent suppliers. Give Latin names and taxonomic authority (e.g.
Linnaeus) for all experimental species. Reporting standards should follow those recommended in our journal
policies and submission checklist.

3.2.6. Results

This section should describe the results of the experiments performed and should be broken up by
subheadings to organise the findings presented and walk the reader through the results. Reproducibility of
results must be included — see our submission checklist for further information. Please ensure that the
distinction between new results and published findings/established facts is clear.

3.2.7. Discussion

This section should explain the significance of the results and should place them into the broader context of
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3.2.8. Acknowledgements
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the research presented (e.g. in terms of reagents, time, expertise) or writing of the manuscript.

3.2.9. Competing interests
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received no specific grant from any funding agency in the public, commercial or not-for-profit sectors’.

3.2.11. Data availability

All publicly available datasets supporting your work should be included in the Data availability section.
Details should include repository name, identifier such as accession number or doi and, where possible,
include a hyperlink to the URL of the dataset. Datasets should be made publicly available at the time of
publication. For more information on our data deposition requirements, see our Journal Policies .
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datasets should also be included in the reference list with DOIs/accession numbers and hyperlinks, where
available.

3.2.12. References

All references cited in the text, tables and figure legends should be included in a single reference list at the
end of the article. We strongly encourage the citation of the primary literature over review articles wherever
possible, and for this reason do not have a limit on the number of references that can be included. For specific
information about reference formatting, please see the references section below.

3.2.13. Figure legends

Figure legends should be listed at the end of the manuscript. The first sentence of the legend should
summarise the figure and be in bold. Each figure legend should stand alone and should contain enough
information to ensure that the figure is understandable without having to refer to the main text. Figure panels
should be labelled with uppercase letters (A, B, C, etc.), and each panel should be described in the legend.
Any abbreviations not given in the main text should be defined. For further details on what should be included
in figure legends, please refer to our submission checklist.

3.2.14. Appendices

This optional section can be used for information that is critical to the manuscript but would interrupt the
flow of the article and is not suitable for inclusion as supplementary information. It should be formatted
according to normal journal style. All figures, tables and equations should be numbered separately from the
main text as Fig. Al, Table Al, Eqn Al, etc. Please note that the text, figures and tables in an Appendix
count towards the overall manuscript length.

3.3. Preparing the text

3.3.1. General information

Prepare manuscripts in English (either US or UK spelling is acceptable but be consistent within the
manuscript). Your writing should be comprehensible to editors and reviewers, and your writing style should
be concise and accessible. If English is not your first language, please consider using a language editing
service prior to submission.

Ensure that the language in your manuscript is original and does not contain previously published passages
of text (including those from your own publications) — see our journal policies for more details. All accepted
manuscripts are routinely screened using plagiarism-detection software.

Use 1.5 line spacing and continuous line numbering throughout the paper in order to facilitate online
reviewing.

Do not embed figures in the text.

Cite each figure, table and movie in the text in numerical order. Figure or table parts should be labelled with
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If necessary, display equations should be cited using the following format: Eqn 1.

For supplementary figures, tables and equations, cite as Fig. S1, Table S1, Eqgn S1.

Define abbreviations at first mention and include a List of Symbols and Abbreviations used.

For special characters not available on a standard keyboard (e.g. Greek characters, mathematical symbols),
use the Symbol font or the ‘Insert Symbol’ function in Microsoft Word, where possible. For special characters
that are not available via this route, please use MathType characters; do not use embedded images (e.g. GIF).

3.3.2. Units and nomenclature

Units of measurement should follow the SI system, e.g. ml st rather than ml/s. Guidance on using the Sl
convention can be found here. Type a space between a digit and a unit, e.g. 1 mm (except 1%, 1°C).

Use s.e.m. and s.d. for standard errors, etc.

Taxonomic nomenclature: the Latin names and taxonomic authority (e.g. Linnaeus) should be provided for
all experimental species. All species names should be italicized.

Genetic nomenclature: gene names should be in italic type, but the protein product of a gene should be in
Roman type. Genetic nomenclature should be in accordance with established conventions and should be
approved by the relevant nomenclature curator if applicable. See below for some relevant links.

HGNC list of genome databases: http://www.genenames.org/useful/all-links#ovgdb

Caenorhabditis elegans: http://www.wormbase.org

Dictyostelium: http://dictybase.org/

Chicken: http://birdgenenames.org/cgnc/quidelines

Drosophila: http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature

Human: http://www.genenames.org/about/guidelines

Maize: http://www.maizegdb.org/maize_nomenclature.php

Mouse: http://www.informatics.jax.org/mgihome/lists/lists.shtml

Saccharomyces cerevisiae: http://www.yeastgenome.org/

Schizosaccharomyces pombe: http://www.pombase.org/submit-data/gene-naming-guidelines

Xenopus: http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp

Zebrafish: https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines

3.3.3. References

3.3.3.1. References in text
References in the text should be cited using the Harvard (name, date) referencing system.

Each reference cited in the text must be listed in the Reference list and vice versa: please check these
carefully. Where references are cited only in supplementary information, please provide a separate
supplementary reference list and do not include these in the main reference list.

Literature citations in text are as follows.

One author — (Jones, 1995) or (Jones, 1995; Smith, 1996).

Two authors — (Jones and Kane, 1994) or (Jones and Kane, 1994; Smith, 1996).

More than two authors — (Jones et al., 1995) or (Jones et al., 1995a,b; Smith et al., 1994, 1995).
Manuscripts accepted for publication but not yet published: include in Reference list and cite as (Jones et al.,
in press).

Manuscripts posted on preprint servers but not yet published: include in Reference list and cite as (Smith et
al., 2016 preprint).

Citation of unpublished work: we discourage citation of unpublished data; if it is necessary, use the format
(S. P. Jones, unpublished observations/data). Unpublished data cannot be included in the Reference list.
PhD theses: include in Reference list and cite as (Smith, 2016 ).

Website URLSs: cite in the text but do not include in the Reference list; provide the URL and, if the website
is frequently updated, the date that the site was accessed.

Personal communications (i.e. the unpublished observations of other scientists): when a person who is not an
author on the paper is the source of unpublished data, those data should be cited as a personal communication
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using the format (full name, institution, personal communication). Personal communications should not be
cited in the Reference list and will only be published when substantiated by written permission (e.g. email)
from the scientist cited.

Dataset: we recommend that all publicly available datasets are fully referenced in the reference list with an
accession number or unique identifier such as a DOI. Cite as (Jones and Jane, 1994).

3.3.3.2. Reference List
References are listed in alphabetical order according to surname and initials of first author.

Use the following style:

Journal

Rivera, A. R. V., Wyneken, J. and Blob, R. W. (2011). Forelimb kinematics and motor patterns of
swimming loggerhead sea turtles (Caretta caretta): are motor patterns conserved in the evolution of new
locomotor strategies? J. Exp. Biol. 214, 3314-3323.

Book

Hochachka, P. W. and Somero, G. N. (2002). Biochemical Adaptation: Mechanism and Process in
Physiological Evolution. Oxford, UK: Oxford University Press.

Book chapter

Feller, G. (2008). Enzyme function at low temperatures in psychrophiles. In Protein Adaptation in
Extremophiles (ed. K. S. Siddiqui and T. Thomas), pp. 35-69. New York: Nova Science Publishers, Inc.
Preprint server

Baillie-Johnson, P., van den Brink, S. C., Balayo, T., Turner, D. A. and Martinez Arias, A. (2014).
Generation of aggregates of mouse ES cells that show symmetry breaking, polarisation and emergent
collective behaviour in vitro. bioRxiv doi:10.1101/005215.

PhD thesis

Jones, A. R. (2016). Title of thesis. PhD thesis, University of Washington, Seattle, WA.

Dataset with persistent identifier

Zheng, L.-Y., Guo, X.-S., He, B., Sun, L.-J., Peng, Y. and Dong, S.-S. (2011). Genome data from sweet
and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. http://dx.doi.org/10.5524/100012.
Kingsolver, J. G., Hoekstra, H. E., Hoekstra, J. M., Berrigan, D., Vignieri, S. N., Hill, C. E., Hoang, A.,
Gibert, P. and Beerli, P. (2001). Data from: The strength of phenotypic selection in natural
populations. Dryad Digital Repository. http://dx.doi.org/10.5061/dryad.166.

If there are more than 10 authors, use ‘et al." after the 10th author.

Within a group of papers with the same first author, list single author papers first, then papers with two
authors, then et al. papers. If more than one reference exists for each type, arrange in date order. Use a and b
for papers published in the same year.

'In press' citations must have been accepted for publication and the name of the journal or publisher included.

3.4. Preparing tables

Prepare tables in ‘cell’ format and include in the same file as the main text. Tables must be editable and not
embedded as an image.

The title of the table should be a single sentence and should summarise the contents of the table. Details
referring to one or more isolated item(s) in the table are best given in a table footnote. Units should be given
in parentheses at the top of each column (do not repeat in the table).



50

3.5. Preparing display equations

Our preferred file format for equations is MathType. We also accept Equation Editor (Microsoft Word) or
LaTex.

Please number all display equations, consecutively. They should take the form:

0= —KAp [p}

w7, Q.

Units should be defined in the text rather than included in the equation.
Back to top

4. Preparing figures

4.1. General information
Figures should be numbered in a single series that reflects the order in which they are referred to in the text.

Figures should be prepared at the smallest size that will convey the essential scientific information; final
figure size is at the discretion of the journal. For further information on how to arrange your figures to
optimise viewing by reviewers and readers, download our figure layout guidelines.

At initial submission, you may submit a single PDF file containing all text and figures. Once an article has
been accepted for publication, you are required to submit separate files for each figure (see below for file
formats).

Figure legends should be included in the main text file and not in the figure file.

There are no charges for the use of colour in figures, although gratuitous use of colour in graphs and diagrams
should be avoided and colour should only be used to improve scientific clarity.

We strongly encourage the use of colours that are suitable for colour-blind readers, particularly in the
preparation of fluorescent microscopy images. Most notably, we discourage the use of red/green for the
display of 2-channel images; authors should consider an alternative colour combination (e.g. magenta/green).

4.2. Preparing graphs and diagrams (line art)

4.2.1. General information

The maximum figure size, including lettering and labels, is 180 mm x 210 mm.

Line thicknesses and symbols should be of sufficient size to ensure clarity if the figure is reduced in size.
For graphs, our preferred symbols are filled and open circles, triangles, squares, or diamonds; where possible,
the same symbol should be used for the same entity in different figures.

Colour: supply line art in RGB (not CMYK) mode, as this maximizes colour quality and is how the figures
will be displayed online; do NOT use Spot, Pantone or Hex colours and do NOT assign a colour profile.
Text labelling: use 12 pt bold uppercase letters (A, B, C, etc.) to distinguish figure panels; other labelling
should be 8 pt Arial font (sentence case) (headings should be bold); for gene sequences, use Courier font to
ensure that each letter is the same width; use Symbol font for Greek characters.
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4.2.2. File formats

Authors should submit their source figures in an editable format (vector graphic) that retains font, line and
shape information. This format ensures that we can edit where necessary and produce high-quality print and
online PDFs.

We accept the following file formats for graphs/line art: EPS, PDF, and WMF.

Applications such as Adobe Illustrator, Canvas, DeltaGraph, Corel Draw, Freehand, MatLab and SigmaPlot
provide these formats.

Please ensure that you 'export' or 'save' with (text/font) information included

Save text/font information as ‘text’ not ‘curves’ or ‘outlines’.

If combining images, always 'embed’ images; do NOT simply 'link' them. In Adobe Illustrator, copying and
pasting or dragging an image directly from Adobe Photoshop will embed the image. Alternatively, if you use
the 'Place’ command, uncheck 'Link’ in the dialogue box. For other software applications, please refer to the
documentation (often there will be a 'link’, ‘proxy’, ‘'OLE" or 'OPI' option, which must NOT be used with EPS
files).

Note that submission of JPEG or TIFF format for graphs/line art may delay production of your article.

4.3. Preparing photographic images

4.3.1. General information

Photographic images (also known as bitmap images) are made up of pixels (e.g. light, fluorescence and
electron microscopy, gels, and traditional photography)

The maximum figure size, including lettering and labels, is 180 mm x 210 mm.

Images should be saved at a resolution of 300 pixels per inch. Any image quality option should be set to
maximum.

For micrographs, use a scale bar to show the magnification and give the length of this in the figure legend.
Colour: supply images in RGB (not CMYK) mode, as this maximizes colour quality and is how the figures
will be displayed online; do NOT use Spot, Pantone or Hex colours and do NOT assign a colour profile.
Text labelling: use 12 pt bold uppercase letters (A, B, C, etc.) to distinguish figure panels; other labelling
should be 8 pt Arial font (sentence case) (headings should be bold); for gene sequences, use Courier font to
ensure that each letter is the same width; use Symbol font for Greek characters.

4.3.2. File formats

Accepted file formats are: EPS/PDF (vector based, such as Adobe Illustrator).

EPS / PDF format for figures with mixed data, such as line drawn vector-graphs and Photographic Images.
TIFF format with text-layers enabled, for Photographic Images only.

ARIAL or HELVETICA must be the font choice used throughout figure preparation.

PowerPoint images: we do NOT accept PowerPoint files. Instead, please save as PDF using the instructions
below.

Go to ‘print’ and then choose 'Save as PDF' in the print dialogue box

You can download free software which will enable you to print EPS/PDF files to disk:Download software
for Windows
Download software for Mac

4.4. Image manipulation

Any alterations made to figures using computer software must be consistent with our image
manipulation policy. The images presented in the manuscript must remain representative of the original data,
and the corresponding author will be asked to confirm this at submission. Please read our requirements for
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http://www.adobe.com/support/downloads/product.jsp?product=pdrv&platform=win
http://www.adobe.com/support/downloads/product.jsp?product=44&platform=Macintosh
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preparing your figures (download PDF) to avoid a potential delay in the publication process or rejection on
the basis of non-compliance with these guidelines.

All accepted manuscripts are routinely screened by our production department for any indication of image
manipulation. If evidence of inappropriate manipulation is detected, the journal's Editors might ask for the
original data to be supplied and, if necessary, may revoke the acceptance of the article.

4.5. Figure permissions

It is the responsibility of the author to obtain permission to use figures from another publication in any article
submitted to JEB and to ensure that any such use is credited to the source. Any fees associated with use of
the figure are the responsibility of the author. Written permission from the author and/or publisher of the
original material, as appropriate, should be provided at the time of submission, otherwise publication may be
delayed. If a figure has been modified from a previously published figure, please check with the copyright
owners to see whether permission is required and include a complete citation/reference for the original article.

5. Preparing movies

Our preferred file format for movies is .mp4, but we also accept .mov. Movies should be prepared at the
smallest file-size that will convey the essential scientific information. We have a limit of 500 MB for all
movie files. If your movies exceed this limit, please contact the Editorial Office for advice before submission.
Please include the titles and captions of all movies in your supplementary information PDF (see section on
preparing supplementary information). Please keep captions as short as possible and ensure that they explain
what is being shown in the movie and any necessary details of how the movie was made.

Movies should be numbered in a single series that reflects the order in which they are cited in the text, e.g.
see Movie 1. Movie 2, etc. Please do not use alphabetical labelling, e.g. Movies 1A-C should be relabelled
as Movies 1-3.

All movies will play in place in the full-text online version of the article and a link to each movie will be
included in the supplementary information PDF.

When preparing your movies, please note the recommendations below :

Use a resolution of no greater than 1280x720 (720p), as most readers will view on a desktop or mobile device
Use a well-characterized video compression codec such as H.264 and use multi-pass encoding if available
Do not exceed a bitrate of 2500mbps for 720p H.264-encoded video

Keep duration to the minimum required to illustrate your point

Do not include an audio track unless it is essential

If including audio, use a well-characterized audio compression codec such as AAC

Do not exceed a bitrate of 128kbps, sample rate of 44.1kHz, or channel count of 2 for encoded audio

Please note that we reserve the right to make movies or other data forms available on an Open Access basis
via The Company of Biologists’ website, You Tube and other online channels. Where we do, the movies
and other data forms may on occasion be made available under the terms of the Creative Commons
Attribution 3.0 Unported (CC-BY) Licence (the terms of which are set out
at http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode). These terms permit the copying and/or adaptation
of the movie and the distribution of the movie or any such adaptation by any means and in any medium or
format to any other person, including for commercial purposes, provided that you are credited as the original
author. There would be no additional cost to you, the author.

6. Supplementary information

Data that are essential for interpretation of the results of the main paper should be included in the main paper.
Supplementary information provides access to supporting data that do not appear in the printed article or
PDF but that accompany the final version of a paper online.


http://jeb.biologists.org/sites/default/files/JEBrevision.pdf
mailto:jeb@biologists.com
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
http://www.biologists.com/
http://www.youtube.com/user/CompanyofBiologists
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode

53

Data type Criteria Citation style
Figures and | Max. of 6 items per article (should not @ Fig. S1, Fig. S2; Table S1, Table S2, etc.

tables exceed the total number of figures/tables

in the main article)

Datasets Include as supplementary tables Table S1, Table S2, etc.
Movies and | Max. of 3 movies/audio per article Movie 1, Movie 2, etc.; Audio 1, Audio
audio clips 2, etc.

These data are peer reviewed and subject to the same criteria as the data that are to be published in the paper
itself. During peer review, editors and reviewers are asked to assess whether supplementary information is
appropriate and essential for supporting the findings of a paper.

All supplementary data will be strictly limited to a total of 50 MB per article (excluding movie files and
cover art submissions).

We only accept data files - such as datasets, movies, audio, figures and tables - as supplementary information.
We do NOT accept text files that provide additional materials and methods, results or discussions related to
the article; these should be included in the article itself. Statistical and computational analyses should ideally
be included in the methods section or as an appendix in the main article. Very large files or those requiring
specialist software are not suitable as supplementary information. For large datasets, e.g. computational
analyses, please see our guidelines on data deposition.

Criteria for each supplementary information type are listed in the table below. The total number of
supplementary information items of all types (figures, tables, movies, etc.) per article should not exceed the
total number of figures and tables in the main article.

With the exception of movies (see section on preparing the movies) and large tables, all supplementary
information, including movie titles and captions, should be collated into a single PDF file. If your table
is very large, or you wish readers to be able to export and/or manipulate the data, we would prefer you to
submit it as a Microsoft Excel file.

Use a separate numbering system from that used in the main article and use the format Fig. S1, Fig. S2, Table
S1 etc. If a supplementary figure relates to a particular figure in the text, please cite it as close to this figure
as possible. For the convenience of readers, please place each figure next to the corresponding legend in the
supplementary information PDF. Please include a legend for each figure and a title for each table.

Please note that supplementary information files are not copyedited by JEB and therefore authors must ensure
that all files are checked carefully before submission and that the style of terms and figures conforms to that
of the article. Modification of supplementary information after publication will require a formal correction.

Refer to each piece of supplementary information at least once within the text of the main article (the article
that is published in the print issue of the journal).
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Anexo B

Parecer do comité de ética

e ﬂ.i"“' ¢ Universidade Federal do Oeste do Fara CEUA

ﬁl COMISSAD DE ETICA NO IS0 DE ANIMAIS m

CERTIFICADO
Cerilizamos que o Protoccls N7 12008-2017, intdulads "ESTUDD DOG EFEITOS DE
MCIAIE E FORMU S PaRA O TRAT

ECTOPARASITAS DE PEIXES®, sob & responsabilidade do Prof, Dr, Lincaln Lima
Corréa. esld de acorde com o3 Principios Eticos na Experimentagdo Animal

adotados pelo Consefo Naclonal de Controle de Experimentagac Animal

{CONCEA), tendo side aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Oeste do Parg-UFOPA.

CERTIFICATE

e certily that the protocal N® 1200B-2017, entiled " ESTUDG DOS EFEITOS D
OLEQE ESSENMCIAIS E FORMULAGCOES PARA O TRATAMEWTD DE CRUSTACEQS

ECTOPARASITAS DE PEIXES", i In agreement with the Ethical Principles for Animal
Research established by the Hationel Council for Control of Animal
Expenmentation (CONCEA). This project was apgprowed by the instiutional
Cormmigsion for Ethica in the Use of Animale of Universidade Federal do Oeste
do Farg-UFOPRA.
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