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PREFÁCIO 

Esta dissertação segue o formato proposto pelo Programa de pós-graduação em 

Biodiversidade Tropical (PPGBIO) dividida em dois artigos, a primeira parte segue as normas 

da Ecology a segunda parte subdivide-se em dois artigos. O primeiro artigo é um ensaio 

biológico intitulado “In vitro activity of a nanoemulsion prepared with Copaifera 

officinalis oleoresin against monogean parasites from the gills of Colossoma 

macropomum (Serassalmidae)” foi submetido ao periódico Aquatulture (Qualis A2 – 2014) 

e segue as normas desse periódico. O Segundo artigo intitulado “Eficácia in vitro da 

nanoemulsão de óleo essencial de Pterodon emarginatus (Fabaceae), para monogenoideas 

de Colossoma macropomum (Serassalmidae)” a ser submetido para o periódico Journal of 

Fish Diseases (Qualis B1 – 2014) e segue as normas desse periódico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMO 

Valentim, D.S. S. Atividade antiparasitária de nanoemulsões com óleo essencial e óleo resina 

contra monogenoidea das brânquias de Colossoma macropomum (serassalmidae). Macapá, 

2017. Dissertação (Mestre em Biodiversidade Tropical), Universidade Federal do Amapá. 

 

Diversas substâncias químicas vêm sendo usadas na aquicultura para controlar e tratar 

doenças causadas por parasitos. A nanotecnologia, que envolve criar e utilizar sistemas 

diferentes em escalas nanométricas, poderia auxiliar no uso de baixas concentrações de óleos 

obtidas de nanoemulsões para uso no controle e tratamento contra parasitos de peixes. 

Todavia, o uso de nanoemulsões com óleo essencial ou óleo resina não tem sido testadas para 

controlar e eliminar parasitos de peixes.  Esta é a primeira investigação sobre o uso de 

nanoemulsões contra parasitos de peixes. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade 

antiparasitária in vitro de nanoemulsões contendo óleo resina de  Copaifera officinalis e óleo 

essencial de Pterodon emarginatus contra monogenoideas, ectoparasitos das brânquias de 

Colossoma macropomum (tambaqui). No teste in vitro, a nanoemulsão de C. officinalis 

mostrou 100% de atividade antiparasitária contra Anacanthorus spathulatus, Notozothecium 

janauachensis e Mymarothecium boegeri após 15 minutos de exposição à concentração de 

200 mg/L. Concentrações de 100, 200, 400 e 600 mg/L da nanoemulsão de P. emarginatus 

mostraram 100% de atividade antiparasitária contra A. spathulatus, N. janauachensis e M. 

boegeri das brânquias de C. macropomum, mas nas duas maiores concentrações foi observada 

a imobilização dos parasitos após 15 minutos. Já na concentração de 50 mg/L a imobilização 

dos parasitos ocorreu após 5 horas da exposição, que foi semelhante aos controles. Portanto, o 

uso de nanoemulsões de C. officinalis  e P. emarginatus pode ser uma alternativa para 

eliminar ectoparasitos  monogenoideas de peixes, mas precisa ser validado em banhos 

terapêuticos. 

Palavras-chave:   Nanoemulsão; óleo essencial, óleo resina, sucupira, copaíba, tambaqui



 

 

ABSTRACT 

Valentim, D.S. S. Antiparasitic activity of nanoemulsions with essential and resin oil against  

monogenoideans from the gills of Colossoma macropomum (Serassalmidae)). Macapá, 2017. 

Dissertação (Mestre em Biodiversidade Tropical), Universidade Federal do Amapá. 

Several chemicals substances have been used in aquaculture to control and treat diseases 

caused by parasites. Nanotechnology, which involves creating and utilization of different 

systems at nanometric scales, could help in the use of low concentrations of nanoemulsion 

oils for use in the control and treatment of fish parasites. However, the use of nanoemulsions 

with essential oil or resin oil has not been tested to control and eliminate fish parasites. This is 

the first report  on the use of nanoemulsions with fish parasites. The aim of this study was to 

investigate the in vitro antiparasitic activity of nanoemulsions containing Copaifera officinalis 

resin oil and Pterodon emarginatus essential oil, against monogenoideans ectoparasites of 

Colossoma macropomum (tambaqui) gills. In the in vitro assay, nanoemulsion of C. 

officinalis showed 100% antiparasitic activity against Anacanthorus spathulatus, 

Notozothecium janauachensis and Mymarothecium boegeri after 15 min of exposure to the 

concentration of 200 mg/L. Concentrations of 100, 200, 400 and 600 mg/L of the P. 

emarginatus nanoemulsion showed 100% antiparasitic activity against A. spathulatus, N. 

janauachensis and M. boegeri of the gills of C. macropomum, but in these two highest 

concentrations was observed immobilization of the parasites after 15 min. At the 

concentration of 50 mg/L, the immobilization of the parasites occurred after 5 h of exposure, 

which was similar to the controls. Therefore, the use of C. officinalis and P. emarginatus 

nanoemulsions may be an alternative to eliminate monogenoideans of fish and needs to be 

tested in vivo. 

Keywords: nanoemulsions; essential oil, resin oil; sucupira, copaíba, tambaqui 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A aquicultura é o setor de produção de alimentos que mais cresce no mundo, 

produzui mais de 160 milhões de toneladas em 2014. Esta atividade foi responsável por 

aproximadamente 46% do abastecimento mundial de pescados (FAO 2016). No Brasil, 

o maior país da região Neotropical, tem uma ictiofauna de água doce muito 

diversificada, onde podem ser encontradas cerca de 4.035 espécies, representando 31% 

dos peixes do planeta (Eiras et al. 2010). 

No Brasil, em 2011, houve um incremento de aproximadamente 13,2% na sua 

produção nacional de pescados (1.431.974,4 t), em relação ao ano anterior. Porém, 

grande parte dessa produção é proveniente da piscicultura. As principais espécies 

cultivadas são: tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus), tambaqui (Colossoma 

macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), híbridos tambacu e tambatinga, 

pintados (Pseudoplatystoma spp.) e carpas. Todavia, o tambaqui tem sido a espécie 

nativa mais produzida. A piscicultura continental também vem crescendo na Amazônia 

brasileira, pois além da existência de uma grande malha hidrográfica possui temperatura 

constante durante todo o ano e variedade de espécies nativas com potencial para o 

cultivo. Todavia, esse incremento na produção aquícola mundial está vulnerável aos 

impactos ambientais e surtos de doenças, levando a perdas significativas na produção 

(Tavares-Dias 2011, MPA 2013). 

Nos peixes cultivados, os patógenos devem ser frequentemente diagnosticados, 

uma vez que podem causar doenças e levar a perdas econômicas significativas para o 

produtor, principalmente nos trópicos onde as parasitoses ocorrem de forma insidiosa. 

Além disso, na piscicultura, é necessário o constante monitoramento das condições 

ambientais e sanitárias, para melhor implementar estratégias profiláticas e tratamentos, 

para mitigar a ocorrência de doenças e mortalidade ainda não estimada no país (Gama 

2008, Tavares-Dias 2011, Leung e Bates 2013). 

Portanto, esse crescimento da aquicultura de tambaqui vem acompanhado de 

desafios do desenvolvimento de tecnologias confiáveis e efetivas para o controle de 

doenças, visando garantir uma maior produtividade deste importante peixe nativo. 

Dentre os desafios, destaca-se alternativas com uso de produtos naturais para controlar 

doenças parasitárias, entre essas a monogeniose. Assim, o uso de produtos naturais vem 

ganhando destaque na sanidade animal, pois podem ser fontes promissoras de 

substâncias bioativas contra parasitos de peixes (Soares e Tavares-dias 2013, Boijink et 
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al. 2015, Soares et al. 2016). Além disso, tais produtos são menos prejudiciais ao meio 

ambiente e menos agressivos à saúde do homem (Carvalho et al. 2012, Godoi et al. 

2012, Soares e Tavares-dias 2013). 

Diversas substâncias químicas (cloreto de sódio, sulfato de cobre, permanganato 

de potássio, diflubenzuron, neguvon, antibióticos, outros) vêm sendo usadas na 

aquicultura para controlar e tratar doenças causadas por parasitos. Porém, a busca por 

novos produtos alternativos de baixo custo, com menor risco à saúde dos animais e dos 

manipuladores tem incentivado a realização de pesquisas com fitoquímicos. Assim, 

óleos essenciais vêm sendo cada vez mais testados, pois pertencem ao metabolismo 

secundário das plantas e constituem um dos mais importantes grupos de matéria prima 

para a indústria alimentícia, farmacêutica, perfumaria e, ainda podem combater 

parasitos. Os óleos essenciais são misturas complexas de substâncias voláteis, com 

baixo peso molecular, geralmente odoríferas e líquidas, constituídos por moléculas de 

natureza terpênica (Moraes 2009, Cunha et al. 2011), mas podem ser tóxicos para os 

peixes, quando usados em elevadas concentrações. Assim, a nanotecnologia poderia 

auxiliar na redução desta toxicidade. 

Para amenizar possíveis problemas de intoxicação, podemos utilizar a  

nanotecnologia, que envolve criar e utilizar sistemas diferentes em escalas 

nanométricas, poderia auxiliar no uso de baixas concentrações de óleos obtidas de 

nanoemulsões para uso no controle e tratamento contra parasitos de peixes. Existem 

vários tipos de nanoformulações, incluindo nanoemulsões, que são sistemas dispersos 

constituídos por líquidos imiscíveis. As nanoemulsões são caracterizadas 

principalmente pela sua estabilidade e tamanho, sendo emulsões em escala nanométrica, 

ou seja, entre 20 a 200 nm. Neste sentido, os produtos naturais, principalmente através 

de nanoemulsões devem ser testados para eficácia de atividade antiparasitária em 

peixeis com grande aceitação comercial, como o tambaqui. 

1.1. Tambaqui (Colossoma macropomum)  

Colossoma macropomum Cuvier 1816, conhecido popularmente como tambaqui, 

é um peixe da família Serrasalmidae que pode alcançar mais de um metro de 

comprimento e atingir até 30 kg, é considerado o segundo maior peixe de escamas da 

bacia Amazônica. Este peixe é muito valiosos economicamente  para a Região 

Amazônica,  sofre forte pressão de pesca  de seus  estoques naturais (Benetton e Malta 
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1999). Possui boa adaptação ao cultivo em viveiros ou tanques-rede, e por ser onívoro, 

apresenta boa aceitação de rações comerciais, rápido crescimento e relativa rusticidade, 

excelentes características zootécnicas para o seu cultivo. Além  disso, sua carne 

apresenta um bom sabor  e boa textura  (Goulding e Carvalho 1982, Araújo-Lima e 

Goulding 1998, Varella et al. 2003, Gomes et al. 2006, Godoi et al. 2012). Por isso, é 

bastante apreciado no mercado consumidor nacional e internacional. 

O cultivo de tambaqui vem crescendo no Brasil, pois este foi o peixe nativo mais 

cultivado em 2011, com uma produção de 111.084,1 toneladas. Por exemplo, no Estado 

do Amapá a produção da piscicultura passou de 198 toneladas no ano 2000 para 1.000 

toneladas em 2010, e o tambaqui foi responsável por mais de 65% dessa produção. Este 

peixe pode ser cultivado em viveiros e tanque-redes  e análises econômicas mostram  

que seu  desempenho econômico em tanques-rede é mais sensível ao preço de venda e 

custo alimentar (Gomes et al. 2006, Afonso et al. 2009, MPA 2013, Tavares-Dias et al. 

2013, 2014).  Porém, um dos problemas no cultivo intensivo do tambaqui são as 

infecções causadas por parasitos (Tavares-Dias et al. 2013, Boijink et al. 2015, Pinheiro 

et al. 2015). 

Com o bom desempenho do tanque-rede na criação do tambaqui, inclui-se 

vantagens adicionais para a cultura na Amazônia central, como a alta tolerância à baixa 

concentração de oxigênio dissolvido e o bom valor de mercado (Araújo-Lima e 

Goulding 1998). Contudo, o cultivo de tambaqui em tanques-rede, na área do estuário 

amazônico ainda é pouco utilizado, pois falta inovações tecnológicas e mão de obra 

qualificada, mas especialmente pela falta de políticas públicas direcionada ao produtor 

rural (Tavares-Dias 2011). 

1.2. Parasitos de brânquias de tambaqui em cultivo  

Dentre os vertebrados, os peixes têm maior riqueza de espécies de parasitos 

(Thatcher 1991). Assim, a piscicultura necessita constantemente de diagnóstico das 

doenças parasitárias nos animais, pois algumas doenças podem aparecer devido à 

presença de diferentes organismos patogênicos no ambiente de cultivo e ao estresse de 

manejo. Em geral, o tratamento é inviável quando as doenças ocorrem de forma 

insidiosa, assim os procedimentos profiláticos devem ser adequados, para evitar perdas 

na produção e produtividade na piscicultura de qualquer peixe. Estudos que abordam as 

relações ecológicas entre hospedeiros e parasitos são ferramentas muito úteis para 
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prevenir doenças. Quando os parasitos estão presentes nas brânquias, são responsáveis 

pela perda funcional desse órgão, prejudicando a respiração e troca de sais com a água, 

podendo levar à mortalidade dos peixes (Godoi et al. 2012, Tavares-Dias et al. 2013). 

Assim, as infecções parasitárias em tambaqui podem causar danos indiretos aos peixes, 

tais como a redução do ganho de peso, e danos diretos tais como o comprometimento da 

sobrevivência. Porém, ambos os feitos causam prejuízos econômicos ao piscicultor 

(Tavares-Dias et al. 2013).  

Entre os parasitos que causam doenças em tambaqui estão monogenoideas 

(Tabela 1), estes são ectoparasitos de brânquias que causam mortalidade do peixe 

principalmente nas primeiras fases da vida, porém podem ser encontrados em peixe de 

qualquer idade (Varella et al. 2003, Eiras et al. 2010, Boijink et al. 2015). Os 

monogenoideas possuem ciclo de vida direto (Eiras et al. 2010), isso o torna um dos 

parasitos mais problemáticos para as pisciculturas de tambaqui, devido a sua capacidade 

de proliferação no corpo e brânquias dos peixes (Tavares-Dias et al. 2013). 

 

Tabela 1 - Espécies de monogenoideas parasitos de tambaqui em pisciculturas de 

diferentes localidades do Brasil. Adaptado de (Tavares-Dias et al. 2013).  

Espécies de parasites Localidades 

Monogenoidea gen. sp Jaboticabal (SP) 

Monogenoidea gen. sp Pentecoste (CE) 

Dactylogyrus sp. Pirassununga (SP) 

Anacanthorus spathulatus Iranduba (AM), Manaus (AM) e Macapá (AP) 

Mymarotheciun boegeri Pentecoste (CE) e Macapá (AP) 

Linguadactyloides brinkmanni Pirassununga (SP), Iranduba (AM) e Macapá (AP) 

Notozothecium janauachensis Jaboticabal (SP), Iranduba (AM) e Macapá (AP) 

 

 

1.3.  Plantas medicinais e seus efeitos antiparasitários em peixes 

Plantas medicinais ou seus compostos bioativos tem sido frequente usadas no 

controle de doenças causadas por vírus, bactérias, fungos e parasitos no homem, bem 

como na medicina veterinária (Soares e Tavares-dias 2013, Pandey 2014), que tem por 
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objetivo reduzir os problemas sanitários controlando as doenças que comprometem a 

produção e produtividade dos animais de interesse zootécnico (Niezen et al. 1996). 

Tratamento com plantas medicinais contra doenças parasitárias em peixes é uma 

alternativa potencialmente benéfica para a piscicultura, quando os medicamentos 

fitoterápicos são mais baratos e eficazes se comparados aos agentes quimioterápicos 

comumente usados no controle e tratamento de parasitos (Pandey 2014, Hashimoto et 

al. 2016, Soares et al. 2016).  

Em diferentes espécies de peixes, estudos tem avaliado os efeitos de extrato de 

Allium sativum e T. catappa na eliminação de Trichodina sp. (Chitmanat et al. 2005); 

extrato de sementes de mamão Carica papaya na eliminação de I. multifiliis (Ekanem et 

al. 2004) e  sementes de Cucurbita maxima contra Capillaria, monogenoideas e 

Anisakidae (Fujimoto et al. 2012).  Óleo essencial de Mentha piperita foi testado contra 

monogenoideas de Oreochromis niloticus (Hashimoto et al. 2016), enquanto óleo 

essencial de Lippia alba foi usado contra monogenoideas de C. macropomum (Soares et 

al. 2016) e  Lippia sidoides contra monogenoideas de O. niloticus (Hashimoto et al. 

2016), com resultados antiparasitários promissores. Boijink et al. (2015) relataram que o 

eugenol,  um óleo essencial derivado do cravo foi eficaz na elininação de 

monogenoideas de C. macropomum. Porém, devem ser testados o uso de nanoemulsões 

contendo óleos essenciais na eliminação de ectoparasitos de brânquias em peixes. Costa 

et al. (2017) testou os efeitos antihelmínticos in vitro de óleo resina de  100, 200, 400, 

800 e  1.600 mg/L de Copaifera duckei contra monogenoideas Anacanthorus 

penilabiatus e Mymarothecium viatorum) de Piaractus mesopotamicus, bem como em 

banhos terapêuicos de  10 e 50 mg/L.  

Produtos oriundos de plantas da região amazônica tem grande potencial 

farmacológico, mas têm sido ainda pouco estudados, considerando a grande diversidade 

de plantas da região. Porém, vem despertado grande interesse dos setores farmacêutico e 

biotecnológico. Por isso, o desenvolvimento tecnológico da busca por princípios ativos 

oriundos de plantas medicinais têm crescido nas últimas décadas, contribuído assim 

para as inovações do setor. Óleos essenciais, misturas complexas voláteis com uma 

vasta gama de atividades biológicas, incluindo propriedades repelente, inseticida e 

larvicida (Conti et al. 2010, Vaucher et al. 2015), deveriam  ser testados para eliminar 

os parasitos de peixes, como o tambaqui C. macropomum, incluindo nanoformulações. 

 



13 

 

 

 

1.4.  Uso de nanoemulsões a base de plantas medicinais e atividade 

antiparasitária 

O sistema de emulsão é caracterizado pela sua capacidade de administrar 

medicamentos, e dependendo do tamanho e processo utilizado, este pode ser 

classificado como macroemulsões, microemulsões e nanoemulsões (Jafari et al. 2007,  

Araújo-Júnior et al. 2013). Nanoemulsões são emulsões com tamanho em escala 

nanométrica, ou seja, entre 20 a 200 nm. Assim, as nanoemulsões são caracterizadas 

principalmente por exibirem uma excelente estabilidade em suspensão, devido a sua 

reduzida dimensão. As nanoemulsões apresentam características e propriedades que não 

dependem apenas da composição química, mas também do método de preparação. 

Apesar do interesse em nanoemulsões ter surgido há mais de 20 anos, somente nos 

últimos anos houve o crescente interesse no desenvolvimento de produtos à base de 

nanoemulsões, principalmente pela indústria farmacológica e cosmética (Solans et al. 

2005, Anton et al. 2008, Gutiérrez et al. 2008).  

Tradicionalmente, óleos essenciais têm sido bastante utilizados para o controle de 

vetores de doenças, principalmente por possuírem diversas  propriedades biológicas 

úteis, incluindo atividade antiparasitária (Bilia et al. 2014). Recentemente, a utilização 

de plantas medicinais para o controle de parasitos de peixes tem atraído cada vez mais 

atenção de pesquisadores. Os estudos têm sugerido que algumas plantas, possuem 

propriedades antiparasitárias eficazes, pois estes compostos sofrem degeneração em 

peixes e na água e não demostram efeitos para a saúde humana ou para o meio 

ambiente. Neste sentido, o uso de compostos antiparasitários extraídos a partir de 

plantas pode ser uma nova abordagem para tratar parasitos, principalmente 

monogenoideas, visto que o mesmo tem sido testado  com eficácia em outros parasitos 

(Zhang et al. 2014, Zheng et al. 2014). Todavia, o uso de nanoemulsões com óleo 

essencial ou óleo resina não tem sido testadas para controlar e eliminar parasitos de 

peixes.  Portanto, esta é a primeira investigação sobre o tema em foco. 

 

1.5.   A planta medicinal Pterodon emarginatus  
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Pterodon emarginatus Vogel é uma Fabaceae do Cerrado conhecida 

popularmente como sucupira-branca ou faveira, é uma espécie arbórea que atinge até 15 

m de altura, tem relevância medicinal e florestal. Popularmente, sua semente é usada 

antirreumático, anti-inflamatório e também para problemas de coluna. Os frutos podem 

ser utilizados para o tratamento de dores musculares, bem como artrite e artrose e 

também apresenta ação anti-inflamatória e analgésica. O chá da casca do caule é 

utilizado para tratar infecções ginecológicas (Mors et al. 1967, Leite de Almeida e 

Gottlieb 1975, Lorenzi 2002, Bustamante et al. 2010, Santos et al. 2010, Alves et al. 

2013). 

Os produtos fitoterápicos são aqueles obtidos do uso exclusivo de matéria-prima 

de origem vegetal, com propriedades bioativas. Esses produtos podem ser 

industrializados ou manipulados, tanto para uso do homem como para uso veterinário. 

Porém,  no caso de uso veterinário o órgão regulamentador é o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento/MAPA (Anvisa 2015).  

Os óleos essenciais são metabólitos secundários produzidos pelas plantas 

medicinais e são um dos mais importantes grupos de matéria-prima para indústrias 

farmacêuticas, perfumarias e outros. Além disso, podem ser utilizados para controle de 

patógenos, pois estudos indicam que metabólitos secundários de plantas medicinais 

podem ser utilizados tanto no tratamento quanto na prevenção de doenças em peixes 

cultivados (Burt 2004, Soares e Tavares-Dias 2013, Hashimoto et al. 2016, Soares et al. 

2016). Consequentemente, o uso de plantas medicinais vêm ganhando espaço na 

aquicultura, por apresentarem diversas vantagens, entre elas o fácil cultivo, diminuição 

do impacto ambiental, por serem produtos biodegradáveis,  assim não acumulam nos 

animais, são produtos menos tóxicos por serem menos concentrados, dentre outras 

(Coimbra et al. 2006, Soares e Tavares-Dias 2013). 

Apesar do gênero Pterodon ser bastante estudado, principalmente sob o aspecto 

fitoquímico, há poucos estudos sobre óleos essenciais de P. emarginatus (Mors et al. 

1967, Dutra et al. 2009, Santos et al. 2010, Alves et al. 2013, Pascoa et al. 2015) e não 

existem relatos de seu uso na aquicultura. Ação profilática do óleo essencial dos frutos 

de Pterodon pubescens  foi relatada no combate à infecção por cercarias de Schistosoma 

mansoni (Mors et al. 1967, Mahajan e Monteiro 1973), bem como atividade 

antimicrobiana e leishmanicida de moléculas bioativas das sementes de P. emarginatus 

(Dutra et al. 2009). Óleo de sucupira P. emarginatus tem sido usado como um potencial 
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anti-inflamatório, principalmente na  forma farmacêutica de microemulsão (Pascoa et al. 

2015). Devido a tais propriedades farmacológicas P. emarginatus é uma planta inclusa 

na lista de espécies como prioridade de conservação (Alves et al. 2013). Portanto, como 

óleos essenciais possuem potencial farmacológico, devem ser então explorados para a 

obtenção de seus compostos bioativos, que poderiam ser usados na piscicultura. 

1.6.  A planta medicinal Copaifera officinalis 

Copaifera officinalis é uma Caesalpinioideae da família Fabaceae conhecida 

popularmente como copaíba e produz óleo resina obtido de seu tronco. Copaifera spp. 

são utilizadas amplamente na medicina popular da Amazônia, principalmente como 

anti-inflamatório  e bactericida (Simões et al. 2016). As propriedades medicinais do 

óleo de copaíba foram observadas entre os índios americanos, que provavelmente 

observaram animais se apoiando no tronco de árvores de copaíba para curar suas 

feridas, já que a copaíba produz resina através de exsudação nos troncos (Veiga et al. 

2006, Dias et al. 2012). Óleo de copaíba tem registro do seu uso desde os tempos 

antigos por indígenas brasileiros, que mencionou pela primeira vez com o nome de 

"Copei" em uma carta escrita pelo papa Petrus Martius de Leão X em 1534, onde dizia 

que a droga era usada com fins medicinais. 

O óleo resina de C. officinalis é constituído por sesquiterpenos, que correspondem 

a 90% da composição relativa do óleo, sendo o beta-cariofileno considerado o 

constituinte principal (Lima et al. 2011, Rodrigues et al. 2014). O óleo de capaíba é, 

portanto, considerado um dos mais populares medicamentos da região amazônica 

(Santos et al. 2008, Custódio e Veiga-Junior 2012, Rodrigues et al. 2014), pois tem sido 

utilizado desde a antiguidade como remédio, principalmente para o tratamento de 

gonorreia e bronquite. Porém, muitas outras utilizações são consideradas folclóricas tais 

como o seu uso para fins anti-inflamatório, antisséptico, expectorante, estimulante, bem 

como para o tratamento de asma, dores de cabeça e afrodisíaco (Comfort 1853, Oliveira 

1905, Ribeiro 1971, Ferreira 1980, Barros 1982, Bruneton 1987, Grieve 1994). 

Contudo, o óleo de copaíba mostrou ação contra Trypanosoma evansi, um protozoário 

flagelado causador de doença endêmica e morte de cavalos e gado no Pantanal. Esse 

óleo provoca alterações morfológicas estruturais nos parasitos, causando uma 

permeabilidade de sua membrana plasmática (Dorneles et al. 2013). Com isso, atividade 

antiparasitária desse óleo não tem sido testada contra ectoparasitos de peixes. 
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2. PROBLEMAS 

Óleos essenciais podem ser tóxicos aos peixes quando em elevada concentração, 

enquanto nanoemulsões são caracterizadas por exibirem uma excelente estabilidade em 

suspensão, devido a sua dimensão extremamente reduzida e poderiam ser menos tóxicos 

e mais eficazes contra parasitos. Porém, não há estudos sobre atividades antiparasitárias 

de nanoemulsões com óleos de P. emarginatus e C. officinalis contra monogenoideas de 

peixes. Portanto, a pergunta central deste trabalho é: nanoemulsões contendo óleos de P. 

emarginatus e C. officinalis apresentam atividade in vitro contra monogenoideas de 

brânquias de C. macropomum?  
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3. HIPÓTESES 

 Nanoemulsões com óleo essencial de P. emarginatus apresentam atividade 

antiparasitária, in vitro, contra monogenoideas das brânquias de C. 

macropomum, pois o óleo dessa planta contém princípios bioativos com 

atividade antihelminticas;  

 Nanoemulsões com óleo resina de C. duckei apresentam atividade anti-

helmíntica, in vitro, contra monogenoidea das brânquias de C. macropomum, 

pois o óleo de copaíba possui ação antiparasitária. 
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4. OBJETIVOS 

4.1.  GERAL 

Investigar a atividade antiparasitária da nanoemulsões contendo óleo essencial de P. 

emarginatus e C. officinalis contra monogenoideas, ectoparasitos de C. macropomum. 

4.2.  ESPECÍFICOS 

 Preparar nanoemulsão com óleo resina de C. officinalis;   

 Testar, in vitro, diferentes concentrações de nanoemulsão contendo óleo essencial de 

P. emarginatus ou C. officinalis contra monogenoideas de brânquias de C. 

macropomum. 

 Determinar a concentração letal da nanoemulsão com óleo essencial de P. 

emarginatus ou C. officinalis para monogenoideas, ectoparasitos de C. macropomum. 
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Abstract 

Parasites that affect gills of fish are a great economic problem for worldwide aquaculture. 

Monogenoidean are ectoparasites that causes loss in the production and productivity on 

aquaculture of Colossoma macropomum. Usually, chemicals used in aquaculture has major 

impairment on fish and human health, thus utilization of natural products has been considered 

good advantage because is an ecofriendly alternative. Since the high concentrations of natural 

products are required to treatment of ectoparasites, nanostructures may be very promising to 

enhance water solubility of compounds and improvement of bioactivity. The present study 

investigated the antiparasitic activity of a nanoemulsion prepared with Copaifera officinalis 

oleoresin in monogenoideans of C. macropomum. Particle size distribution and zeta potential 

suggested generation of potentially kinetic stable system. High efficacy (100%) of 

nanoemulsion with C. officinalis oleoresin was achieved using low concentrations (200 and 

300 mg/L) after 15 minutes of exposure. This was the first time that a nanoemulsion was 

generated with C. officinalis oleoresin using a solvent-free, non-heating and low energy 

method. Finally, this was the first time that an antiparasitic based on C. officinalis oleoresin 

against monogenoideans of gills fish was tested. 

 

Key words: Efficacy, Fresh water fish, Parasites, tambaqui   
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1. Introduction 

Colossoma macropomum Cuvier 1816 (tambaqui) is a fish from the family 

Serrasalmidae that can reach more than one meter length and even 30 kg on its natural 

environment. It is economically important on the Amazon region and presents high demand 

on Brazil, being about 140 thousand tons  produced by the aquiculture in 2004 (IBGE, 2015; 

Valladão et al., 2016). However, their fish stocks are under high fishery pressure, being 

extinct on some localities (Araújo-Lima e Goulding, 1998; Benetton e Malta, 1999; Godoi et 

al., 2012; Gomes et al., 2006; Goulding e Carvalho, 1982; Varella et al., 2003). Intensive fish 

farming of tambaqui has a critical problem that is associated to ectoparasites such as  

monogenoidean Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium 

boegeri e Linguadactyloides brinkmanni, which can cause  economic loss to aquiculture 

(Boijink et al., 2015; Soares et al., 2016). 

Continuous monitoring is required for diagnostic and control of parasitic infections on 

tambaqui aquaculture. The main substances that has been used for treatment and parasite 

control, even they are not satisfactorily effective, are chemicals highly toxic to fish and 

human. Thus, phototherapeutic agents with bioactive properties and their derivatives have 

been  assayed in vitro and in vivo , aiming to furnish a better strategy for fish ectoparasites 

control on aquaculture (Boijink et al., 2015; Pandey, 2014; Soares et al., 2016; Zhang et al., 

2014). Phototherapeutic agents have shown high in vitro efficacy against monogeanoidean 

species of tambaqui. However, low in vivo efficacy has been observed, due to low tolerance 

of fish to high toxic concentrations of some natural product (Soares et al., 2016). Several 

bioactive natural products has low water solubility due to oily characteristic and this is 

considered a main disadvantage for aquaculture, since it difficult availability of the 

compounds in water media. Therefore,  emerging technologies such as preparation of 

nanoemulsions has been considered  very promising to solve this problem and allow treatment 

of parasitic infections, without major toxicity for fishes (Soares et al., 2016). 

Aqueous nanodispersions, including nanoemulsions are kinetic stable systems 

constituted by fine droplets or particles that are disperse into an aqueous external phase. 

Often, the mean droplet size of nanoemulsions is within the range of 20-200 nm (Solans et al., 

2005); however, this criteria may vary according to different authors (Solans & Solè, 2012). It 

is worth mentioning that the nanosize is responsible by the main advantages of 

nanoemulsions, such as system stability, potential improved bioavailability, enhanced water 

solubility (oil in water nanoemulsion) and others (Ostertag et al., 2012), The intrinsic low 

solubility or immiscibility of the internal phase components make this type of novel delivery 
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system very promising for control of fish diseases (Thomas et al., 2013). Moreover, the 

nanosize potentially increase the bioactivity of the compounds (Irache et al., 2011), being 

very promising for effective treatment even at lower concentrations than usual antiparasitic 

products. Copaifera officinalis (Caesalpinioideae) belongs to the family Fabaceae and it is 

commonly known as copaiba. The oleoresin obtained from this plant is widely used on folk 

medicine, mainly as anti-inflammatory and bactericidal agent (Simões et al., 2016). Copaifera 

spp. is a mixture of several substances, being the sesquiterpene β-caryophyllene the main 

constituent (Veiga et al., 2006); Lima et al., 2011). 

According to our knowledge, no studies were carried out in order to evaluate the 

antiparasitic activity of a nanoemulsion prepared with C. officinalis against parasites of fish. 

Thus, the aim of the present study was to perform in vitro investigation of this nanoproduct of 

C. officinalis oleoresin against monogenoideans of C. macropomum gills. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Chemicals 

Copaifera officinalis oleoresin was obtained from Amazon Ervas (Brazil, lot number 

009105845) and polysorbate 80 was obtained from Praid (SP, Brazil). 

 

2.2. Gas-chromatograph analysis of Copaifera officinalis oleoresin  

The chemical analysis of the oleoresin was performed on a GCMS-QP5000 

(SHIMADZU) gas chromatograph equipped with a mass spectrometer, using electron 

ionization, according to the following experimental conditions: injector temperature, 200°C; 

detector temperature, 250 °C; carrier gas, Helium; flow rate 1 mL/min; split injection with 

split ratio 1:40. The oven temperature was programmed from 50 °C (isothermal for 10 min), 

with an increase of 2°C/min to 200°C and increase of 10 ºC/min to 290 °C (isothermal for 10 

min). RTx5-5MS column (i.d. = 0.25 mm, length 30 m, film thickness = 0.25 µm). Mass 

spectrometry (MS) conditions were as follows: ionization voltage, 70 eV; scan rate, 1 scan/s; 

mass range, m/z 50-600. 

2.3. Copaifera officinalis oleoresin nanoemulsion 

The oil in water nanoemulsion containing C. officinalis oleoresin was prepared by a 

low energy method. The oily phase, constituted by non-ionic surfactant (polysorbate 80) and 

C. officinalis oleoresin was vigorously mixed until a clear transparent homogeneous phase 

was observed. Then water was added drop wise under continuous homogenization using a 
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vortex stirrer (Warmnest - Ionlab – Brazil) and final concentration of oleoresin was 5000 

ppm. The oil to surfactant ratio was 1:1 and final mass of nanoemulsion was 10 g. Dynamic 

light scattering (DLS) analysis was carried out for particle size distribution using a Zetasizer 

Nano ZS, Malvern, UK) equipped with a 10 mW “red” laser (λ = 632.8 nm) and samples were 

measured at a 90º scattering detector angle for size measurements. The nanoemulsion was 

diluted in deionize water (1:25) and results (droplet size and polydispersity index) were 

expressed as mean ± standard deviation. 

 

2.3. Fish 

Fry of C. macropomum (± 25 g) were obtained from commercial fish farms from 

Macapá, Amapá State (Brazil). Acclimation of fishes was conducted on 500 L water tanks for 

seven days at Aquaculture and Fishery Laboratory of Embrapa Amapá (Macapá, Brazil). 

They were fed with fish food containing 32%  crude protein and the tanks were kept under 

constant water recirculation. 

 

2.4. In vitro assay with monogenoideans of Colossoma macropomum 

Gills of C. macropomum (47.5 ± 14.7 g e 13.4 ± 2.1 cm), naturally infected by species 

of monogenoidean were removed and individually in Petri dishes, where they have been 

submerged in solutions of different nanoemulsion C. officinalis oil. In this trial  in vitro gill 

arches containing monogenoideas was exposed to different concentrations of nanoemulsion C. 

officinalis oleoresin. To this end, a control group was employed using only water cultivation 

tanks, and five different concentrations of nanoemulsion C. officinalis oleoresin, 50; 100; 150; 

200 e 300 mg/L. All experiments were performed in triplicate. All in vitro assays were 

performed in environment temperature of 23° C and  using stereomicroscopes of cold light. 

Using a stereomicroscope, fields of view containing a minimum of 25 monogenoideans were 

selected for each repetition. After the gill arches had been immersed in different 

concentrations of the nanoemulsion C. officinalis oleoresin, these were viewed every 5 min to 

quantify the numbers of live and dead monogenoideans. Parasites were considered to be dead 

if they detached from the tissue or, while still attached, had totally lost their mobility (Soares 

et al., 2016). Following this, the efficacy of each treatment was calculated according to Zhang 

et al. 

(2014). 

4. Results 
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4.1. Gas-chromatograph analysis  

The gas-chromatograph analysis revealed the presence of several substances on C. 

officinalis oleoresin (Fig. 1), being mass spectra in accordance with sesquiterpenes from 

NIST library. High abundant peak was observed at retention time (Rt) of 44.715 min. 

Analysis of mass spectra (Fig. 2) and comparison to NIST library and literature data (Lucca et 

al., 2015) revealed a fragmentation pattern in accordance with β-caryophyllene. 

 

 

Fig. 1. Total ion chromatogram of C. officinalis oleoresin. High abundant peak at Rt = 44.715 

min is related to the sesquiterpene β-caryophyllene. 

 

 

 

Fig. 2. Mass spectra showing the fragmentation pattern of the sesquiterpene β-caryophyllene. 

 

 

4.2. Copaifera officinalis oleoresin nanoemulsion 
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The nanoemulsion prepared with C. officinalis oleoresin presented an homogeneous 

translucent aspect with bluish reflect (Fig.  3A).The mixture of water, polysorbate 80 and C. 

offinalis oleoresin at the same ratios that were used on the nanoemulsion preparation were not 

able to induce formation of nanoemulsion, being observed heterogeneous aspect immediately 

after homogenization of the three components (Fig. 3B). Droplet size distribution of C. 

officinalis nanoemulsion revealed mean droplet size of 161.2 ± 0.808 nm and polydispersity 

index of 0.340 ± 0.007mV), while zeta potential was -22.1 ± 0.764 mV). Analysis of these 

parameter after seven days of storage (Figure 4) under controlled temperature (25 ± 2 ºC) 

showed slight decrease on mean droplet size (132.4 ± 1.2 nm) and polydispersity index (0.297 

± 0.006) and slight increase on zeta potential (-21.3 ± 0.643 mV). No alteration on 

macroscopical aspect of the nanoemulsion was observed, after this period. 

 

 

Fig. 3. Photograph of glass vials containing (A) nanoemulsion prepared with Copaifera 

officinalis oleoresin (5000 ppm), polysorbate 80 (5000 ppm) and water; or (B) mixture of 

Copaifera officinalis oleoresin (5000 ppm), polysorbate 80 (5000 ppm). 
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Fig. 4. Barr graphs showing particle size distribution (droplet size and polydispersity index) 

and zeta potential of nanoemulsion after preparation (Day 0) and seven days of storage (Day 

7) of the Copaifera officinalis oleoresin emulsion.  
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4.3. Antiparasitic efficacy of the in vitro treatments 

The in vitro assay revealed that the nanoemulsion prepared with C. officinalis 

oleoresin induced 100% of antiparasitic activity against monogenoideans  Anacanthorus 

spathulatus, Notozothecium janauachensis and Mymarothecium boegeri of C. macropomum 

gills. This level of mortality was reached after 15 minutes of exposure at 200 mg/L, while the 

same efficacy was reached after 90 minutes of exposure at 50 mg/L with  nanoemulsion of C. 

officinalis oleoresin. In control group, the mortality of parasites initiated after 70 minutes of 

exposure and total immobilization of the monogenoideans was observed after 7 h of exposure 

to nanoemulsion of C. officinalis oleoresin (Table 1 and Fig. 5). 

 

Table 1. In vitro antiparasitic action of nanoemulsion prepared with Copaifera officinalis 

oleoresin at different concentrations, against parasites Colossoma macropomum gills, as 

function of time of exposure. 

Time Concentration (mg/L) Live parasites Dead parasites (%) 

0 h 

0 18.0 ± 3.0 0 

50 25.0 ± 0.0 0 

100 20.3 ± 4.2 0 

150 25.3 ± 1.5 0 

200 23.3 ± 2.9 0 

300 19.0 ± 1.7 0 

10 min 

0 18.0 ± 3.0 0 

50 25.0 ± 0.0 0 

100 15.0 ± 5.3 26.2 

150 18.3 ± 6.4 27.6 

200 4.0 ± 3.5 82.9 

300 0.7 ± 1.2 96.5 

15 min 

0 18.0 ± 3.0 0 

50 25.0 ± 0.0 0 

100 11.3 ± 5.5 44.3 

150 15.7 ± 8.4 38.2 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 
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Table 1.  Continuation…… 

40 min 

0 18.0 ± 3.0 0 

50 19.0 ± 1.0 24.0 

100 6.0 ± 3.6 70.5 

150 0.7 ± 1.2 97.4 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 

70 min 

0 17.7 ± 3.1 1.9 

50 4.7 ± 0.6 81.3 

100 0.0 ± 0.0 100 

150 0.0 ± 0.0 100 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 

90 min 

0 17.7 ± 3.1 1.9 

50 0.0 ± 0.0 100 

100 0.0 ± 0.0 100 

150 0.0 ± 0.0 100 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 

2h 

0 17.7 ± 3.1 1.9 

50 0.0 ± 0.0 100 

100 0.0 ± 0.0 100 

150 0.0 ± 0.0 100 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 

5h 

0 6.0 ± 1.0 66.7 

50 0.0 ± 0.0 100 

100 0.0 ± 0.0 100 

150 0.0 ± 0.0 100 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 

7h 

0 0.0 ± 0.0 100 

50 0.0 ± 0.0 100 

100 0.0 ± 0.0 100 

150 0.0 ± 0.0 100 

200 0.0 ± 0.0 100 

300 0.0 ± 0.0 100 
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Fig. 5. In vitro efficacy of different concentrations of nanoemulsion prepared with Copaifera 

officinalis oleoresin against monogenoideans of Colossoma macropomum gills. 

 

5. Discussion 

We prepared by first time a nanoemulsion with C. officinalis oleoresin. Oleoresin 

nanoemulsion of Copaifera multijuga was successfully achieved; however, volatile organic 

solvents were used on a spontaneous nanoemulsifying method (Dias et al., 2014). High 

pressure homogenizer was also used for preparation of C. multijuga oleoresin nanoemulsions 

(Dias et al., 2012, 2014; Lucca et al., 2015).  Vaucher et al. (2015) used also this high-energy 

method for preparation of a nanoemulsion with C. officinalis oleoresin. Ecofriendly processes 

for nanoemulsion preparation with less impairment to the fish, human and environment are 

very desirable. Methods that are able to generate the nanostructures without using high energy 

equipment should also be encouraged. Our results suggest that it is possible to obtain C. 

officinalis nanoemulsions using a simple approach. Self-emulsification due to dilution of 

microemulsion (Solè et al., 2012) or cubic liquid crystal (Solè et al., 2012; Solans & Solè, 

2012) are considered a possible mechanism for nanoemulsion formation. Moreover, phase 

inversion at constant temperature (Phase Inversion Composition – PIT) due to change in 
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spontaneous curvature of the surfactant from negative to positive, passing through a zero 

curvature (e.g. bicontinuous microemulsion or lamellar liquid crystal) seems to develop a 

main role on nanoemulsion formation by low energy method that not involve heating (Solans 

& Solè, 2012). However, most of studies that aimed to investigate mechanisms of 

nanoemulsification were carried out with synthetic and/or pure lipophilic components that 

constituted the internal phase. Thus, considering the complexity of natural oils, such as C. 

offinalis, oleoresin, deeper investigation regarding these processes should be performed. 

Droplet size distribution of nanoemulsions prepared with C. multijuga oleoresin revealed 

mean size diameter in the range 160-300 nm (Dias et al., 2014). Our results shows the 

successful generation of fine droplets by non-heating and low energy method, when compared 

to high-pressure homogenization and/or utilization of organic solvents. The polydispersity 

index is a parameter associated to homogeneity of particle population and results. Desirable 

values may be within the range 0 (monodisperse) to 0.500 (relatively broad distribution) 

(Cheong et al., 2008), being acceptable polydispersity index below 0.700 (Leong et al., 2011). 

Zeta potential is an important parameter related to surface potential of the droplets and high 

values (in module) are associated to kinetic stable systems (Heurtault et al., 2003). Previous 

study performed with a nanoemulsion prepared with copaiba oleoresin from C. multijuga 

shows zeta potential around -23 mV (Dias et al., 2012), being close to values achieved on the 

present study. 

β-caryophyllene is the main constituent of Copaifera spp. oleoresins (Cascon e 

Gilbert, 2000; Simões et al., 2016). This sesquiterpene is the chemical marker from Copaifera 

species and it is responsible by several biological activities of the oleoresin these plant 

(Tappin et al., 2004; Lima et al., 2011). Preparation of nanoemulsions proved to be a good 

strategy to avoid volatile loss, including of this bioactive compound of Copaifera spp. 

oleoresin (Dias et al., 2014). The oleoresin from Copaifera duckei was heated prior to 

emulsification method that generate oil in water nanoemulsions (Rodrigues et al., 2014). 

However, it is worth mentioning that some loss of volatile may occur on this step. Thus, our 

study provide an alternative method for preparation of nanoemulsions with Copaifera spp.  

oleoresin, potentially useful due to the several advantages aforementioned, such as low cost, 

non-heating and solvent-free method. 

It was observed the survival of A. spathulatus, N. janauachensis and M. boegeri until 7 

h of assay at 23 ºC and using tank water of fish cultivation (control group).   On another in 

vitro study carried out with these same monogenoideans of  C. macropomum gills and  

performed at 17-18º C, it was observed extended survival  for a period of 9 h (Soares et al., 
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2016). Therefore, the environment temperature is an important factor for monogenoideans 

survival during the in vitro trials. 

Although aquaculture is an activity  of great importance in Brazil, this industry has 

been affected by economic losses caused by parasitic diseases in fish farming  (Hashimoto et 

al., 2016; Soares et al., 2016). The main products used for parasite treatment and control of 

fish parasites are chemotherapeutic substances that cause high toxicity to the fish (Boijink et 

al., 2015), environment and human. Thus, the need for less toxic and novel bioactive 

compounds has been associated to investigations using phytotherapy and natural product 

agents by researchers worldwide (Zhang et al., 2014, Hashimoto et al., 2016; Soares et al. 

2016). The present study showed 100% of efficacy against parasites of C. macropomum gills 

after 15 minutes of exposure to  a nanoemulsion prepared with C. officinalis oleoresin at 200 

and 300 mg/L. Soares et al. (2016) reported 100% of antihelminthic activity after 20 minutes 

of exposure of monogenoideans from gills of C. macropomum to Lippia alba essential oil at 

1280 mg/L and 2560 mg/L. The level of efficacy against Cichlidogyrus tilapiae, 

Cichlidogyrus thurstonae, Cichlidogyrus halli and Scutogyrus longicornis, which are 

monogenoideans of Oreochromis niloticus gills, was reached after 10 minutes of exposure 

with L. alba essential oil at 160 mg/L or Mentha piperita essential oil at 320 mg/L 

(Hashimoto et al. 2016). In contrast, no efficacy was observed after exposure of 

monogenoideans Anacanthorus spathulatus of the  C. macropomum gills exposure  to Bixa 

orellana extract at 125 mg/L and concentrations below (Andrade et al., 2016). 

Utilization of nanoemulsion prepared with neem oil (Azadiracta indica) was 

considered an effective alternative for treatment of bacterial infection induced by Aeromonas 

salmonicida on catfish Clarias batrachus (Thomas et al., 2013). Regarding literature data, 

studies on natural product nanoemulsions as alternative to  synthetic chemotherapeutics are 

still an open field for research. A nanoemulsion prepared with C. offinalis oleoresin proved to 

be safe also for adult bees (Vaucher et al., 2015), an important non-target organism that is 

highly affected by pesticides and that have been historically used on aquaculture. 

In summary, the present study showed great efficacy induce by the nanoemulsion 

prepared with C. officinalis oleoresin, against monogenoideans of C. macropomum. Thus, the 

utilization of natural product-based nanostructures can be considered a great potential for 

effective veterinary novel products for aquaculture. Moreover, it may present less impairment 

to fish’s health, due to biodegradable nature of these nanoproducts and ecofriendly 

characteristics. The utilization of an plant species that is widely used as a on integrated 
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sustainable use also offer a main advantage, since the natural raw material could be obtained 

on great amounts. Further studies using water therapeutic bath at 200 and 300 mg/L of this 

nanoemulsion are required for validation in baths using this nanoemulsion as a 

phytotherapeutic for aquaculture of this important amazon fish. 
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Resumo 

Este estudo investigou os efeitos antiparasitários, in vitro, de uma nanoemulsão de óleo 

essencial de Pterodon emarginatus contra monogenoideas de Colossoma macropomum. 

Arcos branquiais de C. macropomum (47,6 ± 14,5 g e 13,5 ± 1,4 cm), naturalmente 

parasitados por Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis e Mymarothecium 

boegeri foram  imersos  em diferentes soluções de nanoemulsão do óleo de P. emarginatus (0, 

50, 100, 200, 400 e 600 mg/L). O óleo de P. emarginatus possui como constituintes principais 

o β-elemeno, β-cariofileno e α-humuleno. Observou-se na caracterização na nanoemulsão o 

baixo tamanho médio de gotículas e índice de polidispersão. No ensaio  in vitro, as 

concentrações de 100, 200, 400 e 600 mg/L da nanoemulsão de P. emarginatus mostram 

100% de eficácia helmíntica  contra monogenoideas das brânquias de C. macropomum, mas 

nas duas maiores concentrações usadas (400 e 600 mg/L) foi observada a imobilização dos 

parasitos após 15 minutos. Portanto tais concentrações podem ser testadas em banhos 

terapêuticos contra monogenoideas de C. macropomum. 

 

Palavras chaves: nanotecnologia, parasitos, peixe, sucupira. 
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Introdução 

Produtos fitoterápicos possuem propriedades bioativas obtidos exclusivamente de 

plantas medicinais. Tais produtos podem ser industrializados ou manipulados, tanto para uso 

do homem como para uso veterinário. Os óleos essenciais são  metabólitos secundários 

produzidos pelas plantas medicinais que podem ser extraídos de diversas fontes vegetais e 

vem sendo utilizados para diversas finalidades farmacêuticas e industriais  (Burt, 2004), bem 

como para controle e tratamento de ectoparasitos de peixes (Zhang et al., 2014; Hashimoto et 

al., 2016; Soares et al., 2016; Valladão et al., 2016; Costa et al., 2017). Assim, o uso de 

plantas medicinais vêm ganhando espaço na aquicultura mundial, devido ao fácil cultivo 

dessas plantas, ação biodegradável,  não acumulação em tecidos animais e baixa toxicidade 

(Coimbra et al. 2006, Soares e Tavares-Dias 2013). Porém, estudos relatam que a baixa 

dispersão de óleos essenciais  em água dificulta o uso na aquicultura (Hashimoto et al. 2016; 

Soares et al. 2016; Soares et al., 2017; Costa et al., 2017), necessitando assim de métodos que 

facilitam essa dispersão para uso em banhos terapêuticos em peixes. Além disso, a perda de 

compostos devidos à volatilização dos óleos essenciais é um outro desafio tecnológico para 

esses produtos. Neste contexto, as nanoemulsões podem ser uma boa alternativa para resolver 

tais problemas no uso de óleos essenciais. Nanoformulações, incluindo nanoemulsões, são 

sistemas dispersos constituídos por líquidos imiscíveis que poderiam ser utilizadas em baixas 

concentrações terapêuticas para controle e tratamento contra parasitos de peixes. 

Pterodon emarginatus Vogel 1837, é uma Fabaceae da região de Cerrado conhecida 

popularmente como sucupira-branca ou faveira. Esta espécie arbórea que atinge até 15 m de 

altura, tem relevância medicinal e florestal, pois sua semente é usada como antirreumático, 

antiinflamatório e problemas de coluna. Os frutos são grandes fontes de óleos essenciais e 

comumente usados no tratamento de dores musculares, artrite e artrose, e apresentam ação 

anti-inflamatória e analgésica. Foi relatada também ação antimicrobiana, antiulcerogênicas e 

leishmanicida das sementes  de P. emarginatus (Dutra et al., 2009). O chá da casca do caule é  

utilizado para tratar infecções ginecológicas (Alves et al., 2013; Bustamante et al., 2010; Leite 

de Almeida e Gottlieb, 1975; Lorenzi, 2002; Mors et al., 1967; Santos et al., 2010). Óleo de 

P. emarginatus tem sido usado como anti-inflamatório, principalmente na  forma de 

microemulsão (Pascoa et al., 2015), bem como no controle biológico de larvas de Aedes 

aegpty (Oliveira et al., 2016). Porém, não há estudos do uso de óleo essencial de P. 

emarginatus na aquicultura. 
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Apesar de P. emarginatus ser considerada uma importante fonte fitoterápica devido aos 

seus aspectos fitoquímicos e propriedades bioativas (Machado et al., 2015), há poucos estudos 

sobre o uso de seu óleo essencial (Alves et al., 2013; Dutra et al., 2009; Mors et al., 1967; 

Pascoa et al., 2015; Santos et al., 2010). Devido a tais aspectos e propriedades de P. 

emarginatus, essa planta foi inclusa na lista de espécies com prioridade de conservação 

(Alves et al., 2013). Portanto, o óleo essencial de P. emarginatus deveria ser testado contra 

ectoparasitos de Colossoma macropomum Cuvier 1816 (tambaqui). 

Colossoma macropomum é um Serrasalmidae neotropical de grande importância para 

Amazônia, onde tem consumo elevado. Peixe nativo economicamente importante para a 

aquicultura da região amazônica, no Brasil sua produção oriunda da aquicultura foi de 

aproximadamente 140 mil toneladas em 2014 (IBGE, 2015; Valladão et al., 2016). Porém, um 

dos grandes problemas no cultivo intensivo de C. macropomum são as infecções por 

monogenoideas Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium 

boegeri e Linguadactyloides brinkmanni,  que podem comprometer a produção (Boijink et al., 

2015; Soares et al., 2016). Fitoterapia é um tratamento alternativo que tem mostrado efeitos 

antiparasitários promissores, especialmente contra monogenoideans (Zhang et al., 2014; 

Hashimoto et al. 2016; Valladão et al., 2016; Costa et al., 2017). Atualmente, há poucos 

estudos usando óleos essenciais no controle de monogenoideans em C. macropomum (Soares 

et al. 2016; Soares et al., 2017) e nanoemulsões contêm óleos essental não foram testados em 

peixes para esta finalidade.  Assim, o objetivo deste estudo foi testar os efeitos 

antiparasitários, in vitro, de uma nanoemulsão de óleo essencial de P. emarginatus contra 

monogenoideas de C. macropomum. 

Materiais e métodos  

Obtenção do óleo essencial de P. emarginatus  

Pterodon emarginatus foi identificado pelo Dr. José Realino de Paula, e um espécime 

Voucher foi depositado no Herbário da Universidade Federal de Goiás (Brasil). O óleo 

essencial de P. emarginatus foi extraído, a partir das sementes, por prensagem a frio, e este 

material foi submetido a hidrodestilação utilizando um aparelho do tipo de Clevenger. Após a 

extração, o óleo essencial foi coletado, filtrado sob sulfato de sódio anidro e armazenado a 

4ºC, para posterior análise. 

Perfil cromatográfico 

A análise química do óleo essencial de P. emarginatus foi realizada em cromatógrafo de 

gás (GCMS-QP5000, Shimadzu) equipado com um espectrômetro de massa, utilizando 

ionização electrônica, com as seguintes condições experimentais: temperatura do injetor de  
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200 °C, temperatura do detector de  250 °C, gás transportador hélio, caudal de 1 mL/minuto e 

injeção dividida com razão de divisão 1:40. A temperatura do forno foi programada a partir de 

50° C (isotérmica por 10 minutos), com um aumento de 2 °C/minutos a 200°C e depois um 

aumento de 10ºC/minutos a 290°C (isotérmica por 10 min). Os parâmetros da coluna RTx5-

5MS foram: i.d. = 0,25 mm; comprimento 30 m e espessura do filme = 0,25 μm. As condições 

de espectrometria de massa foram: tensão de ionização de 70 eV; taxa de varredura de 1 

varredura/s e gama de massa m / z 50-400. A identificação dos compostos foi realizada por 

comparação do padrão de fragmentação com espectros de massa de substâncias da biblioteca 

NIST 

Preparação da nanoemulsão de óleo essencial de P. emarginatus  

A nanoemulsão óleo-em-água contendo óleo essencial de P. emarginatus foi preparada 

por meio de um método de baixo aporte de energia. A fase oleosa, constituída por um 

surfactante não iónico (polissorbato 80) e óleo essencial de P. emarginatus, foi vigorosamente 

misturada até se observar uma fase homogênea transparente. Depois adicionou-se gota a gota 

água sob homogeneização contínua utilizando um agitador de turbilhão (Warmnest, Ionlab, 

Brasil), de modo que a concentração final de oleorresina fosse de 5000 ppm. A proporção de 

óleo para surfactante foi de 1:1 e a massa final da nanoemulsão foi de 10 g. A análise de 

dispersão dinâmica de luz (DLS) foi realizada na distribuição de tamanho de partícula 

utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) equipado com um laser "vermelho" 

de 10 mW (λ = 632,8 nm) e as amostras foram medidas num ângulo de detecção de dispersão 

de 90º , Para medições de tamanho. A nanoemulsão foi diluída em água desionizada (1:25) e 

os resultados (tamanho das gotículas e índice de polidispersidade) foram expressos como 

média ± desvio padrão  

Peixes  

Para este estudo, alevinos de C. macropomum foram obtidos de uma piscicultura 

comercial de Macapá, estado do Amapá (Brasil) e transportados para o Laboratório de 

Sanidade de Organismo Aquáticos da Embrapa Amapá. Os peixes foram aclimatados durante 

sete dias em tanque de 500 L de água e alimentados com ração comercial contendo 32% 

proteína bruta (PB). Os tanques foram mantidos com sistema constante de renovação da água 

e aeração. 

Ensaio in vitro com nanoemulsão de óleo essencial de P. emarginatus 
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Arcos branquiais de C. macropomum (47,6 ± 14,5 g e 13,5 ± 1,4 cm), naturalmente 

parasitados por espécies de monogenoideas, foram retirados e individualizados em placas de 

Petri. Para este ensaio, os arcos branquiais foram submersos em diferentes soluções de 

nanoemulsão do óleo de P. emarginatus (0, 50, 100, 200, 400 e 600 mg/L). Para tal, foi 

empregado um grupo controle usando somente água do tanque de cultivo, e as cinco 

diferentes concentrações da nanoemulsão do óleo de P. emarginatus, com três repetições para 

cada tratamento. Todos os testes in vitro foram realizados em temperatura ambiente de 23ºC. 

Usando estereomicroscópios de luz fria, campo de visão contendo no mínimo 25 

monogenoideas foi selecionado para cada repetição, e após a submersão dos arcos branquiais 

nas diferentes concentrações da nanoemulsão do óleo de P. emarginatus ou água do tanque, 

foram realizadas visualizações a cada 5 minutos para quantificação do número de 

monogenoideas vivos e mortos em cada placa de Petri. Foram considerados parasitos mortos 

aqueles que se desprenderam do tecido branquial e os aderidos ao tecido branquial que 

perderam totalmente a mobilidade (Hashimoto et al., 2016). Em seguida, a eficácia de cada 

tratamento foi determinada (Zhang et al., 2014). 

 

 Resultados 

Análise de cromatografia em fase gasosa 

O cromatograma (Fig. 1) obtido a partir da análise qualitativa de cromatografia gasosa 

revelou a presença de alguns sesquitepenos constituintes químicos do óleo essencial de P. 

emarginatus tais como o β-elemeno (Rt = 43.180 min), β-cariofileno (Rt = 44.820 min) e a-

humuleno (Rt = 46,870 min). Os espectros de massa dos sesquiterpenos identificados são 

apresentados na figura 2. 
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FIG. 1. Cromatograma ionico total do óleo essencial de Pterodon emarginatus mostrando 

pico de abundância elevada de β-cariofileno. 

 

FIG. 2. Espectro de massa mostrando o padrão de fragmentação dos sesquiterpenos β-

elemeno, β-cariofileno e α-humuleno em óleo essencial de Pterodon emarginatus. 

 

Caracterização da nanoemulsão de Pterodon emarginatus 

A Figura 3 mostra o perfil de distribuição de tamanho de partícula da nanoemulsão preparada 

com óleo essencial de P. emarginatus. Observou-se baixo tamanho médio de gotículas e 



49 

 

 

índice de polidispersão, respectivamente, 116,8 ± 0,3606 nm e 0,187 ± 0,008. O índice de 

polidispersidade  foi 0,187 ± 0,008 e  potencial zeta  -19,9 ± 2,23 mV. 

 

FIG. 3. Distribuição de tamanho de partícula de nanoemulsão preparada com óleo essencial 

de Pterodon emarginatus.  

 

Eficácia antiparasitária, in vitro, da nanoemulsão de P. emarginatus  

Durante teste in vitro, as concentrações de 100, 200, 400 e 600 mg/L da nanoemulsão 

de P. emarginatus mostraram 100% de atividade antiparasitária contra monogenoideas 

Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis e Mymarothecium boegeri das 

brânquias de C. macropomum, mas nas duas maiores concentrações foi observada a 

imobilização dos parasitos após 15 minutos. Já na concentração de 50 mg/L a imobilização 

dos parasitos ocorreu após 5 horas da exposição, que foi semelhante aos controles (Tabela 2 e 

Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

 

 

Tabela 2. Ação antiparasitária in vitro de diferentes concentrações da nanoemulsão do óleo 

essencial de Pterodon emarginatus contra monogenoideas das brânquias de Colossoma 

macropomum, em relação ao tempo de exposição. 

Te

mpo 

Concentração 

(mg/L) 

Parasitos 

vivos  

Parasitos mortos 

(%) 

0 

h 

0 21,7 ± 5,8 0 

50 18,3 ± 2,9 0 

100 15,7 ± 0,6 0 

200 18,0 ± 4,4 0 

400 19,0 ± 6,9 0 

600 17,0 ± 6,1 0 

15 

min 

0 21,7 ± 5,8 0 

50 18,3 ± 2,9 0 

100 14,3 ± 0,6 8,5 

200 1,3 ± 1,2 92,6 

400 0,0 ± 0,0 100 

600 0,0 ± 0,0 100 

40 

min 

0 21,7 ± 5,8 0 

50 18,3 ± 2,9 0 

100 13,7 ± 0,6 12,8 

200 0 ± 0 100 

400 0 ± 0 100 

600 0 ± 0 100 

70 

min 

0 21,7 ± 5,8 0 

50 18,3 ± 2,9 0 

100 8,7 ± 1,5 44,7 

200 0 ± 0 100 

400 0 ± 0 100 

600 0 ± 0 100 

90 

min 

0 21,7 ± 5,8 0 

50 18,0 ± 2,6 1,8 

100 0 ± 0 100 

200 0 ± 0 100 

400 0 ± 0 100 

600 0 ± 0 100 

2 

h 

0 14,0 ± 1,7 58,5 

50 0 ± 0 100 

100 0 ± 0 100 

200 0 ± 0 100 

400 0 ± 0 100 

600 0 ± 0 100 

5 

h 

0 0 ± 0 100 

50 0 ± 0 100 

100 0 ± 0 100 

150 0 ± 0 100 
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200 0 ± 0 100 

300 0 ± 0 100 
 

 

Figura 4. Eficácia in vitro das diferentes concentrações da nanoemulsão do óleo essencial de 

Pterodon emarginatus contra monogenoideas das brânquias de Colossoma macropomum. 

 

 

Discussão 

A caracterização química mostrou que o óleo de P. emarginatus é constituído por 

sesquitepenos, sendo β-elemeno, β-cariofileno e α-humuleno os contituíntes majoritários. 

Similarmente, a presença desses compostos foi também relatada em outros estudos com  óleo 

essencial de P. emarginatus (Alves et al., 2013; Dutra et al., 2012).  Porém, alta variabilidade 

na composição química de óleo essencial de P. emarginatus pode ocorrer (Alves et al., 2013).  

A nanoemulsão obtida aprensentou partículas com tamanho médio de 192 nm. Não 

houve diferença no tamanho dessas partículas  entre as formulações durante sete dias de 

armazenagem da nanoemulsão de P. emarginatus. O potencial zeta um indicador potencial 

para prever a estabilidade de partículas, variou de -19,9 à -46,2 mV, nos 7 dias de 

armazenagem. Em  geral, as partículas com valor, em módulo, superior à 30 mV são 

consideradas estáveis, uma vez que as forças de repulsão entre as gotas são predominantes 

(Heurtault et al., 2003). O pequeno tamanho das gotas da nanoemulsão, que pode ser 
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alcançado mesmo com baixa concentração de surfactante, está diretamente associado a várias 

vantagens deste sistema coloidal, como a estabilidade cinética e aparência fina (Solè et al., 

2012). A viabilidade do método de baixo aporte de energia para a preparação de nanoemulsão 

com  óleos essenciais, semelhante ao óleo de laranja e limão foi relatada (Komaiko et al., 

2015). A ausência de qualquer passo de aquecimento pode ser considerada uma vantagem, 

uma vez que pode diminuir a perda de compostos, considerando a natureza volátil dos 

constituintes dos óleos essenciais. Como a nanoemulsão de óleo essencial de P. emarginatus 

aqui formulada teve excelente estabilidade em suspensão e estabilidade física de longo prazo 

(Solans et al., 2005; Solè et al., 2012), foi então usada no tratamento antiparasitário in vitro 

contra monogenoideas das brânquias de C. macropomum. 

Nanoemulsões contendo óleo essencial são sistemas dispersos constituídos por líquidos 

imiscíveis que podem ser utilizados em baixas concentrações terapêuticas para controle e 

tratamento contra ectoparasitos de C. macropomum. Este estudo usando 400 e 600 mg/L de 

uma nanoemulsão de óleo essencial de P. emarginatus mostou 100% de eficácia contra A.  

spathulatus, N. janauachensis e M. boegeri  de C. macropomum,  após 15 minutos da 

exposição. Óleo essencial obtido dos frutos de Pterodon pubescens  também mostrou  ação 

terapêutica no combate a cercarias de Schistosoma mansoni (Mahajan e Monteiro, 1973; Mors 

et al., 1967). Estudos também relataram  atividade antihelmíntica do óleo essencial de Lippia 

alba (Soares et al., 2016) e Lippia origanoides (Soares et al., 2017) contra monogenoideas de 

C. macropomum  e  do óleo resina  de Copaifera duckei contra monogenoideas de Piaractus 

mesopotamicus (Costa et al., 2017). Hashimoto et al. (2016) mostrou encontrou 100% de 

eficácia, in vitro, de Mentha piperita e Lippia sioides contra monogenoideas de Oreocromis 

niloticus. Contudo, nesses estudos (Hashimoto et al., 2016; Soares et al., 2017; Costa et al., 

2017) com óleos essenciais ou óleo resina as concentrações usadas nos banhos terapêuticos 

foram baixas devido a toxicidade. Porém, as manoemulsões poderiam reduzir essa toxicidade 

de produtos fitoterápicos que possuem propriedades bioativas, entre elas ações 

antiparasitárias. 

Em resumo, manoemulsões contendo 400 e 600 mg/L óleo essencial de P. emarginatus 

mostraram  eficácia antiparasitária  contra monogenoideas de tambaqui, devido ao potencial 

biológico e estabilidade das nanoformulações. Portanto, essas nanoformulações contendo P. 

emarginatus podem ser um tratamentos alternativos promissores contra monogenoideas de 

tambaqui, assim precisam ser testadas em banhos terapêuticos, para indicação da melhor 

concentração. 
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6. CONCLUSÕES FINAIS 

 

 A nanoemulsão de óleo resina de C. officinalis teve excelente estabilidade em suspensão e 

estabilidade física de longo prazo, assim foi usada no tratamento antiparasitário em 

tambaqui; 

 A nanoemulsão do óleo resina de C. officinalis (200 and 300 mg/L) e do óleo essecial de 

P. emarginatus (400 e 600 mg/L) apresentou  ação antiparasitária in vitro contra 

monogenoideas de C. macropomum, e esta eficácia foi dose-dependente; 

 O uso de C. officinalis  e P. emarginatus pode ser uma alternativa para eliminar 

ectoparasitos  monogenoideas de peixes. Portanto, é necessário validar o uso dessas 

concentrações de nanoemulsão do óleo resina de C. officinalis e óleo essecial de P. 

emarginatus em banhos terapêuticos em C. macropomum; 

 Este foi o  primeiro estudo sobre o uso de nanoemulsões contra parasitos de peixes. 
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ANEXO 1 – Artigo submetido ao periódico “Aquaculture” 
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