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PREFACIO

Este trabalho possui um capitulo (artigo), seguindo o formato alternativo proposto
pelas Normas de Diretrizes para Normalizacdo de documento impresso e eletrénico de Teses e
Dissertacdes da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) de 2005, indicado pelo
colegiado do Programa de Pds Graduacdo em Biodiversidade Tropical (PPGBIO). Dentro de
tais normas foram adotadas norma Vancouver até as referéncias da introducéo geral. O artigo
intitulado “Efeito in vitro do 0&leo essencial de Mentha piperita (Lamiaceae) em
Dawestrema spp. (Monogenoidea) e toxicidade aguda em Arapaima gigas (Arapaimidae)”
seguiu as normas do periddico Acta Amazonica, para o qual foi previamente submetido
(Anexo).



RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a eficacia in vitro do 6leo essencial de Mentha
piperita no controle dos monogenoideas das branquias de Arapaima gigas, bem como avaliar
a toxicidade e os efeitos histoldgicos desse produto natural para esse peixe de 4gua doce. No
ensaio in vitro, A. gigas naturalmente parasitados por Dawestrema cycloancistrium e
Dawestrema cycloancistrioides foram usados e suas branquias coletadas e expostas a 0, 80,
160 e 320 mg/L de 6leo essencial de M. piperita. Todas essas concentracdes de 0leo essencial
de M. piperita foram 100% eficazes, in vitro, contra Dawestrema spp. das branquias de A.
gigas. Testes de toxicidade aguda foram realizados usando 168 alevinos de A. gigas,
distribuidos em 14 tanques (12 peixes/tanque) e expostos a 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L
de Oleo essencial de M. piperita. Os resultados foram calculados pelo método “Trimmed
Sperman Karber” e mostrou que a concentracdo letal (CLso4n) foi de 38 mg/L. Houve
diferengas na mortalidade dos peixes em relacdo as concentra¢fes usadas durante o teste de
toxicidade aguda. O primeiro arco branquial direito dos peixes expostos ao 0leo essencial de
M. piperita foi usado e processado para analises histologicas pelo método usual (fixacdo em
formol 10% tamponado, descalcificacdo, desidratacdo, inclusdo em parafina, corte de 6 um) e
coloragcdo com hematoxilina-eosina. Nos peixes do tratamento controle e naqueles expostos as
concentracfes de 20 e 40 mg/L de 6leo essencial de M. piperita ndo ocorreram alteracGes
teciduais nas branquias, engquanto naqueles expostos a 80, 100, 130 e 160 mg/L ocorreram
elevacdes epiteliais, fusdo das lamelas secundarias, hipertrofia e aneurisma, mas necrose foi
observada somente quando 160 mg/L de 6leo essencial de M. piperita foi usada. O dleo
essencial de M. piperita possui atividade anti-helmintica e foi toxico para A. gigas nas
maiores concentracdes testadas. Assim, banhos terapéuticos poderdo ser realizados usando

6leo essencial de M. piperita somente com concentragdes em torno de 20 mg/L.

Palavras-chaves: Produto natural, Parasitas, Peixes, Toxicidade.



ABSTRACT

This study aimed to investigate in vitro efficacy of Mentha piperita essential oil in control of
monogenoideas Arapaima gigas gills and to evaluate the toxicity and histological effects of
this natural product for this fish. For in vitro assay, A. gigas naturally infested by Dawestrema
cycloancistrium and Dawestrema cycloancistrioides were used and collected its gills and
exposed to 0, 80, 160 and 320 mg/L of essential oil M. piperita. The results showed that all
these in vitro concentrations tested were effective (100%) against Dawestrema spp. from gills
of A. gigas. Acute toxicity test was performed using 168 A. gigas fingerlings, distributed in 14
tanks (12 fish/tank) and exposed 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L of M. piperita essential oil.
The results of toxicity test were calculated using Trimmed Spearman Karber method and
showed that the lethal concentration (CLso.4n) Was 38 mg/L. There were differences in the
mortality of fish in relation to the concentrations used in the acute toxicity test. The first gill
arch right of fish exposed to the essential oil of M. piperita were used and processed for
histological analysis by the usual methods (fixation in 10% buffered formalin, decalcification,
dehydration, embedded in paraffin, cut of 6 microns) and stained with hematoxylin-eosin.
There was not tissue changes in gills of fish of the control group and those exposed to 20 and
40 mg/L the essential oil of M. piperita, while in fish exposed to 80, 100, 130 and 160 mg/L
occurred elevations epithelial, fusion of secondary lamellae, hypertrophy and aneurysm, but
necrosis occurred only when 160 mg/L essential oil of M. piperita was used. The essential oil
of M. piperita has anthelmintic activity and was toxic to A. gigas in the highest concentrations
tested. Thus, therapeutic baths may be made using essential oil of M. piperita only in

concentrations around 20 mg/L.

Key words: Natural product, Parasites, Fish, Toxicity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é uma atividade em expansdo no mundo, cresce em torno de
6,3% ao ano (Leung e Bates, 2012), sendo atualmente responsavel por 45% da producéo
de animais aquaticos usados para a alimentacdo do homem (Araujo et al., 2009a).
Estima-se que em 2013 a producdo mundial de pescado foi cerca de 160 milhdes de
toneladas e o consumo aproximadamente 20 kg/habitante/ano (Rocha et al., 2013). O
crescimento da aquicultura tem sido influenciado pelo aumento da demanda mundial
por alimentos de origem protéica e carnes brancas, bem como pelo alto valor de
mercado de pescados (Camargo e Pouey, 2005; Matthiensen et al., 2009; Rocha et al.,
2013) e também, por ser uma 6tima alternativa para minimizar a intensa exploracao dos
estoques pesqueiros naturais (Camargo e Pouey, 2005) de diversas regides do planeta.

O Brasil ocupa 0 19° lugar no ranque mundial da producdo de pescado
(MPA, 2013). Destaca-se por apresentar condi¢fes naturais favoréveis para o
desenvolvimento das diversas modalidades da aquicultura, pois possui mais de 8.000
km de zona costeira e cinco milhdes de hectares de agua doce em reservatdrios naturais
e artificiais, além de grande diversidade de espécies, clima adequado ao cultivo e areas
apropriadas ao incremento da atividade, bem como por apresentar 13% da agua doce
disponivel no planeta (Ono e Kubitza, 1999; Ono, 2005; Camargo e Pouey, 2005,
Pavanelli et al., 2008; Rocha et al., 2013). Em 2011, a producdo aquicola nacional teve
um incremento de 31,1% em relacdo ao ano anterior, sendo a maior parcela oriunda da
aquicultura continental, destacando a piscicultura com 86,6% da producédo total (MPA,
2013). Esse crescimento da piscicultura no pais pode ser reflexo das politicas publicas
voltadas para esse setor, as quais contribuiram para 0 acesso aos programas
desenvolvidos pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2013). Porém, o consumo
de pescado ainda é baixo no pais, mesmo tendo aumentado nos ultimos anos para 11,17
kg/habitante/ano, porque o minimo recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) é 12 kg/habitante/ano (Rocha et al., 2013).

A piscicultura ¢ a atividade da aquicultura que mais cresce no Brasil, com
diversas espécies nativas e ndo nativas cultivadas por pequenos e médios produtores
(Pavanelli et al., 2008; MPA, 2013), devido a 6tima aceitacdo do peixe no mercado.
Dentre as espécies de peixes ndo nativos destaca-se a tilapia-do-nilo (Oreochromis

niloticus) e carpa (Cyprinus carpio), cuja producdo em 2011 foi 253.824,1 e 38.079,1
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toneladas; respectivamente. Entre as espécies nativas com crescente interesse para 0s
piscicultores destaca-se o pirarucu (Arapaima gigas), peixe de grande valor econémico
para a Amazonia (Drumond et al., 2010) e alguns estados da regido nordeste do pais, ja
que sua carne tem OGtima aceitacdo (Branddo et al., 2006, 2008) e por seu excelente
desempenho zootécnico (Ono et al., 2004).

Em geral, com o incremento da piscicultura intensiva vem ocorrendo
também um aumento da incidéncia de doengas infecciosas e parasitarias (Martins et al.,
2004; Schalch e Moraes, 2005; Azevedo et al., 2006; Zanolo e Yamamura, 2006;
Araljo et al., 2009a; Silva et al., 2013), causadas por estresse, alta densidade de
estocagem, baixa qualidade da &gua e falta de boas praticas de manejo (Pavanelli et al.,
2008; Silva et al., 2013). Na regido amazénica, o cultivo intensivo de A. gigas tem as
doencas como fator limitante para o incremento da criacdo (Cavero et al., 2003b,
Delgado et al., 2007, Marinho et al., 2013), somada a falta de producdo de alevinos, 0s
quais sdo mais susceptiveis as enfermidades (Marinho et al., 2013). Portanto, ha
necessidade de melhorias na prevencao de doengas em pirarucus, principalmente na fase
inicial do cultivo.

Na piscicultura, a profilaxia e o tratamento de doencas, em geral, séo
realizados com uso de substancias quimicas que podem causar problemas, como:
selecdo de organismos resistentes, agressdo ao meio ambiente (Maximiano et al., 2005;
Mourifio et al., 2012), acimulo de residuos quimicos no pescado oferecendo risco a
satde do consumidor (Chagas, 2004).

Tais problemas tém estimulado a investigacdo do uso de plantas medicinais
como alternativa para profilaxia e tratamentos de doencas em peixes (Ravikumar et al.,
2010; Harikrishnan et al., 2011, Madhuri et al., 2012a,b; Pandey, 2013), uma vez que
contém diversos componentes bioativos como polissacarideos, acidos organicos,
alcaldides, glicosideos e 0leos volateis (Pandey, 2013; Soares e Tavares-Dias, 2013).
Assim, amendoeira Terminalia catappa (Chitmanat et al., 2005a,b; Claudiano et al.,
2009), alho Allium sativum (Chitmanat et al., 2005b; Shalaby et al., 2006; Sahu et al.,
2007, Diab et al., 2008; Metwally, 2009; Nya e Austin, 2009), cominho-negro Nigella
sativa (John et al., 2007; Diab et al., 2008), equinécias Echinacea spp. (John et al.,
2007; Mesalhy et al., 2007) e nim Azadirachta indica (Cruz et al., 2008) tém sido
testadas na forma de banhos ou adicionadas a dieta de diferentes espécies de peixe.

Outras plantas com propriedades medicinais sdo as do género Mentha, que

desde tempos remotos tém sido usadas como ervas medicinais e aromaticas (Edris,
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2006; Mckay e Blumberg, 2006; Peixoto et al., 2009; Maggiore et al., 2012). Na
medicina popular sdo conhecidas como hortelds ou mentas, usadas para tratar nauseas,
vomitos, indigestdo, desordens estomacais, colicas mestruais e verminoses (Mckay e
Blumberg, 2006; Girme et al.,, 2006; Peixoto et al., 2009). As propriedades
farmacéuticas dessas plantas podem ser encontradas particularmente em Gleos essencias
(Edris, 2006; Maggiore et al., 2012).

Estudos com extrato ou 6leo essencial de Mentha piperita tém demonstrado
atividades anti-helmintica (Girme et al., 2006; Nikesh et al., 2011, Maggiore et al.,
2012), antibacteriana (Yadegarinia et al., 2006), antiprotozoéaria (Vidal et al., 2007) e
antifungica (Yadegarinia et al., 2006; Matos et al., 2009) in vitro. Todavia, ndo ha

estudos sobre a atividade antiparasitaria de M. piperita em espécies de peixes.

1.1 Pirarucu Arapaima gigas

Arapaima gigas € um Arapaimidae de escamas, de grande porte, com
cabeca achatada, ossificada e corpo alongado, conhecido popularmente como pirarucu.
Esse importante peixe de agua doce é endémico da bacia amazbnica, encontrado
especificamente nas areas de varzeas e florestas inundadas (Castello, 2008). Apresenta
cuidado parental, realiza construcdo de ninhos, tem desova parcelada e possui
maturidade sexual relativamente tardia (Cavero e Fonseca, 2008), sendo muito
vulneravel a pesca durante sua desova (Castello e Stewart, 2010). Esta entre os peixes
de maior interesse para a conservacao (Allan et al., 2005), porque suas caracteristicas
gerais parecem permitir a exploracdo sustentavel, no entanto, estudos sobre
implementacdo de procedimentos ndo prejudiciais para peixes tropicais apontam que
esses procedimentos ndo podem garantir a sustentabilidade das populagdes naturais
desse peixe no Brasil, devido a falta de capacidade de monitoramento, gerenciamento e
escassez de informacGes técnicas sobre a espécie (Castello e Stewart, 2010). Assim, o
cultivo pode ser uma boa medida para minimizar esse problema.

O pirarucu pode alcancar até 200 kg e 3 m de comprimento na natureza
(Portes-Santos et al., 2008; Araljo et al., 2009 a,b; Pereira-Filho e Roubach, 2010;
Nufez et al., 2011). Tem respiracdo aérea, com auxilio da bexiga natatoria altamente
vascularizada, caracteristica que facilita sua criacdo em ambientes com baixas

concentragdes de oxigénio dissolvido na agua (Cavero et al., 2003a,b; Ono et al., 2004),
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quando os niveis de gas carbdnico ndo sdo criticos. Tem habito alimentar carnivoro,
motivo pelo qual sua exigéncia por proteina é elevada (ltuassu, 2002), mas no cultivo
pode ser treinado para receber alimentacdo artificial. Existem ainda expectativas de
melhoria no desempenho desse peixe (Cavero et al., 2003b; Ono et al., 2004), bem
como em aumentar a producdo de alevinos. Assim, esse peixe € uma das espécies
amazoOnicas mais promissoras para criagdo em cativeiro na regido, em fungéo da sua alta
taxa de crescimento (Ono et al.; 2003, 2004; Queiroz et al., 2004), rusticidade no
manuseio (Andrade et al., 2007), adaptabilidade a alimentacdo artificial (Ono et al.,
2008), de ndo manifestar canibalismo quando confinado em altas densidades (Cavero,
2002) e ter carne magra e livre de espinhas intramusculares (Nufiez et al., 2011). Em
2011, a producdo de pirarucu cultivado nos estados da regido Norte e também nos
estados de Mato Grosso e Bahia foi 1.262,4 toneladas (MPA, 2013).

No Brasil, ha pisciculturas direcionadas para reproducdo e produ¢ de
juvenis e outras para engorda especializadas em criar esse peixe até o tamanho de abate
(Branddo et al., 2008), contudo nenhuma criacdo com grande produtividade. O cultivo
deste peixe apresenta doencas como fator limitante para o incremento da criacdo
(Cavero et al., 2003b, Delgado et al., 2007, Marinho et al., 2013), somada a falta de
producdo de alevinos, 0s quais sdo mais susceptiveis as enfermidades (Marinho et al.,
2013). Portanto, ha necessidades de melhorias na prevencdo de doengas em pirarucus,

principalmente na fase inicial do cultivo.

1.2 Parasitos de Arapaima gigas

Diversos ectoparasitos e endoparasitos ocorrem em peixes de pisciculturas e
podem causar doengas no plantel quando encontram condigdes favordveis para sua
proliferacdo (Tavechio et al., 2009; Madhuri et al., 2012b). As parasitoses podem causar
prejuizos econémicos para a piscicultura, reduzindo o crescimento e ocasionando
grande mortalidade de peixes (Pavanelli et al., 2008), além de elevar os gastos com
tratamentos (Araujo et al., 2009a, Tavechio et al., 2009), que nem sempre sdo eficazes.
Nas criacOes intensivas, 0 aumento de doencas, em geral, tem sido associado com baixa
qualidade da &gua, manejo inadequado e elevada densidade de estocagem dos peixes
(Zanolo e Yamamura, 2006; Pavanelli et al., 2008; Aradjo et al., 2009b, Onaka, 20009,
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Madhuri et al., 2012b; Silva et al., 2013), fatores que facilitam a ocorréncia de parasitos,
aumentando a propagacao das infeccdes.

PopulacGes naturais de pirarucu tém sido parasitadas por espécies de
Myxozoa, Monogenoidea, Nematoda, Cestoda, Digenea, Copepoda, Branchiura,
Acanthocephala e Pentastomida (Thatcher, 2006; Gomes et al., 2006; Santos et al.,
2008, Araujo et al., 2009b). Entretanto, a diversidade parasitaria de pirarucu no cultivo é
menor se comparada com a rica diversidade de populagdes naturais, embora tais estudos
sdo ainda reduzidos. Segundo Gomes et al. (2006) essa riqueza parasitaria em pirarucus
de ambientes naturais pode estar associada ao habito alimentar essencialmente
piscivoro.

Em cultivo, entre os ectoparasitos de pirarucu, estdo os monogenoideas
Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema cycloancistrioides, parasitos causadores de
elevadas mortalidades nesses peixes durante as fases iniciais do cultivo (Delgado et al.,
2007; Aragjo et al., 2009 a,b; Marinho et al., 2013). Monogenoideas sdo helmintos na
sua maioria ectoparasitos pertencentes ao filo Platyhelminthes, que se caracterizam pela
presenca do haptor, estrutura formada por uma série de ganchos, barras e ancoras,
utilizadas para fixacdo no corpo dos hospedeiros (Thatcher, 2006; Pavanelli et al., 2008;
Onaka, 2009; Eiras et al., 2010). Esses parasitos possuem forma alongada, ovoidal ou
circular, alta especificidade parasitaria, ciclo de vida direto, reproduzindo-se no proprio
hospedeiro (Cavero e Fonseca, 2008), o que facilita a infestacdo em periodos curtos, em
ambientes de aquicultura com elevada densidade de estocagem dos peixes. Em geral,
sdo encontrados parasitando branquias dos peixes, mas ha espécies que podem parasitar
a superficie do corpo e as cavidades nasais dos hospedeiros (Takemoto et al., 2004;
Pavanelli et al., 2008).

Nas brénquias, os monogenoideas podem provocar graves alteragdes
teciduais, incluindo inflamacédo, producéo excessiva de muco e respiracdo acelerada,
podendo levar os peixes a morte por asfixia (Pavanelli et al., 2008; Onaka, 2009; Eiras
et al., 2010). No tegumento, geralmente causam lesdes menos acentuadas, no entanto,
facilitam a instalacdo de infec¢bes secundarias causadas principalmente por bactérias
oportunistas (Pavanelli et al., 2008).

Os parasitos geralmente podem comprometer o mecanismo de defesa dos
peixes, causando epizootias em consequéncia de infec¢bes parasitérias severas (Martins
e Romero, 1996; Tavares-Dias et al., 2001a,b; Schalch e Moraes, 2005; Tavares-Dias et

al., 2006; Chagas et al., 2007; Santos et al., 2013), assim diversos quimioterapicos
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sintéticos vém sendo utilizados na piscicultura para reduzir e controlar parasitoses, tais
como formalina, cloreto de sodio, acido acético, iodo, permanganato de potassio, sulfato
de cobre, praziquantel, paration, levamisol, febendazole, entre outros, que na maioria
podem ser toxicos para 0s peixes, comprometendo principalmente as branquias, o
tegumento e o figado, além de acumular residuos na musculatura, oferecendo risco ao
consumidor, e causar poluicdo ambiental (Tavares-Dias et al., 2011; Mourifio et al.,
2012; Madhuri et al., 2012b).

Diante desses fatos supramencionados, o uso de plantas medicinais pode ser
uma relevante alternativa profilatica e terapéutica, embora ainda pouco usual na
piscicultura (Chitmanat et al., 2005a,b; Pietro et al., 2005; Ravikumar et al., 2010;
Harikrishnan et al., 2011, Madhuri et al., 2012 a,b,c; Pandey, 2013; Soares e Tavares-
Dias, 2013), havendo entdo necessidades de estudos para as diversas espécies de plantas

com potencial bioativo (Soares e Tavares-Dias, 2013).

1.3 Uso de plantas medicinais no tratamento de doencas em peixes

Plantas medicinais sdo aquelas com atividade bioldgica, contendo um ou
mais substancias ativas Uteis a salde humana (Baptista, 2007) ou animal, com potencial
para producdo de farmacos. Assim, no decorrer da histéria do homem é possivel
observar, desde tempos remotos, 0 uso de diversas plantas medicinais como remédio
caseiro, para diversas finalidades. Atualmente, essa pratica ainda persiste entre diversos
povos do planeta, e 0 uso da fitoterapia tem sido apoiado pela Organizagdo Mundial de
Saude (Maciel et al., 2002).

A utilizacdo de plantas medicinais ou de suas substancias majoritarias tem
sido frequente no controle de doengas causadas por virus, bactérias, fungos e parasitos
no homem (Soares e Tavares-Dias, 2013), bem como na medicina veterinaria (Pietro et
al., 2005; Soares e Tavares-Dias, 2013; Pandey, 2013), que tem por objetivo reduzir os
problemas sanitarios controlando as doencas que comprometem a producdo e a
produtividade dos animais (Niezen et al., 1996), especialmente daqueles de interesse
zootécnico.

Atualmente, também € crescente 0 interesse sobre especies de plantas
medicinais e seus compostos majoritarios, como alternativas ao uso de antibioticos e

outros produtos quimicos no combate de patégenos de peixes cultivados (Chitmanat et
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al., 2005a,b; Pietro et al., 2005; Harikrishnan et al., 2011; Madhuri et al., 2012a; Ling et
al., 2013; Pandey, 2013, Murthy e Kiran, 2013), bem como para promover crescimento
e evitar estresse de manejo (Harikrishnan et al., 2011; Bulfon et al., 2013).

Tratamento com plantas medicinais para doencas parasitarias em peixes é
uma alternativa potencialmente benéfica para a piscicultura, pois medicamentos
fitoterapicos, em geral, sdo mais baratos e eficazes quando comparados aos agentes
quimioterapicos sintéticos e podem melhorar as fun¢des imunologicas ndo especificas
dos peixes (Madhuri et al., 2012 b,c; Bulfon et al., 2013; Pandey, 2013; Murthy e Kiran,
2013). Assim, diversos estudos tém sido conduzidos com este intuito como, por
exemplo, em juvenis de tilapia-do-nilo, extrato de A. sativum e T. catappa foram
eficientes na eliminacdo de Trichodina sp. (Chitmanat et al., 2005b). Extrato de
sementes de mamao Carica papaya foi eficaz no controle in vitro e in vivo de I.
multifiliis em Carassius auratus auratus (Ekanem et al., 2004). Sementes de abodbora
Cucurbita maxima eliminou 95,3% dos Capillaria e Anisakidae gen. sp. de Astyanax
zonatus, enquanto sementes de mamdo Carica papaya eliminou somente 72,0% dos
monogenoideas das branquias (Fujimoto et al., 2012). Extrato de Psoralea corylifolia
mostrou atividade in vitro contra I. multifiliis de Carassius auratus (Ling et. al., 2013).
Lates calcarifer teve o crescimento, a sobrevivéncia, a resposta imune e a resisténcia a
infeccBes bacteriana aumentada, quando alimentado com racdo suplementada com M.
piperita (Talpur, 2014).

1.4 Mentha piperita Linnaeus 1753 (Lamiaceae)

Dentre as plantas Lamiaceae destacam-se as do género Mentha,
popularmente conhecidas no Brasil como mentas ou hortelds, utilizadas para fins
medicinais devido as suas propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas,
espasmodicas, carminativas e antioxidantes (Stanisavljevi¢ et al., 2014), entre outras.

As propriedades bioativas das plantas aromaticas do género Mentha sé&o
parcialmente atribuidas aos 6leos essenciais, que conforme a International Standard
Organization (1SO) sdo definidos como produtos volateis de origem vegetal obtidos por
processo fisico (destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a presséo reduzida
ou outro método adequado). S&o misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,

geralmente odoriferas e liquidas (Simdes e Spitzer, 1999). Quimicamente, os 6leos
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essenciais de Mentha sp. apresentam uma grande variabilidade, contudo sdo os
monoterpenos (mentol, mentona, carvona, linalol e acetato de linalila) os componentes
de maior valor econdmico (Garlet et al., 2007; Santos et al., 2012; Deschamps et al.,
2013). Bassolé et al. (2010) identificou no 6leo essencial de M. piperita 17 constituintes
quimicos, os principais correspodem ao mentol (39,3%) e mentona (25,2%).

Mentha piperita, embora seja nativa da Europa, é cultivada em todo mundo,
devido ao seu grande uso na alimentagdo, em produtos medicamentosos e em
cosméticos (Iscan et al., 2002; Garlet et al., 2007). Tais interesses econémicos devem-se
ao fato de que extrato e 6leo essencial de M. piperita apresentam propriedades
antimicrobianas contra varias cepas de bactérias, tais como: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus falcium, entre outras (Iscan et al.,
2002; Ydegarinia et al.,, 2006). E também por apresentar propriedades anti-
inflamatérias, antiespasmaodica, antiemética e analgésica (Iscan et al., 2002; Tampieri et
al., 2005; Betoni et al., 2006).

A eficacia de M. piperita também foi descrita contra Candida albicans
(Ahmad e Beg, 2001; Iscan et al., 2002; Sartoratto et al., 2004; Matos et al., 2009).
Vidal et al. (2007) demonstram atividade antigiardia, in vitro e in vivo, de extrato e
fracdes de M. piperita. Extrato alcodlico e 6leo de M. piperita possuem atividade anti-
helmintica (Girme et al., 2006; Nikesh et al., 2011; Maggiore et al., 2012). Todavia, ndo
ha estudos sobre a toxicidade do 6leo essencial de M. piperita em organismos aquéaticos

e nem sobre sua a¢do no tratamento contra parasitos em peixes.

1.5 Toxicidade aguda em peixes

O combate dos parasitos que acometem 0s peixes em sistema de cultivo é
feito tradicionalmente com aplicacdo de antibioticos e substancias quimicas, 0s quais
tém sido amplamente criticados por seus impactos negativos, como 0 surgimento de
organismos resistentes e o0 alto poder residual, podendo contaminar os peixes, 0 homem
e 0 meio ambiente (FAO, 2010; Figueiredo, 2011; Mourifio et al., 2012; Madhuri et al.,
2012b). Assim, diversos produtos naturais vém sendo usados como agentes
antiparasitarios na piscicultura, em substituicdo aos produtos quimicos sintéticos

(Madhuri et al., 2012 a,b; Soares e Tavares-Dias, 2013; Pandey, 2013), pois geralmente
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causam menor resisténcia, apresentam baixa toxicidade, sdo facilmente biodegradaveis
e inécuos ao ambiente (Maximiano et al., 2005). No entanto, para que plantas
medicinais e seus derivados possam ser utilizados com finalidades terapéuticas, testes
de toxicidade devem ser realizados para determinar as concentracfes clinicas seguras
para cada espécie de peixe (Grisolia, 2005).

Os efeitos dos produtos naturais sobre 0s organismos aquaticos podem ser
estimados e monitorados por testes de toxicidade aguda, uma vez que simulam em
laboratdrio uma situacdo ambiental na qual o organismo alvo é exposto, durante curto
ou longo periodo de tempo, a concentracdes elevadas de um agente. Em geral, durante
esses testes, sdo avaliados nos organismos alteracfes comportamentais, fisioldgicas,
biogquimicas, histolégicas e/ou genotodxicos (Ferreira, 2004).

O uso de testes de toxicidade para peixes surgiu na Gra-Bretanha, nas
décadas de 20 e 30, mas s6 foram padronizados dentro de metodologias em toxicologia
aquatica na década de 60 (Machado, 1999). Nas Ultimas décadas esses testes vém sendo
utilizados em condicBGes laboratoriais e de campo, por serem capazes de detectar
integralmente todas as intervencdes e perturbacbes diretas e indiretas causadas por
substancias nocivas aos organismos, mostrando ser uma ferramenta eficiente no
monitoramento da qualidade ambiental e na identificagdo de condicGes estressantes para
0s peixes frente a exposicdo de produtos potencialmente toxicos (Affonso et al., 2009;
Maciel, 2009; Tavares-Dias et al., 2011).

As branquias dos peixes sdo 6rgdos vitais, uma vez que desempenham
numerosas funcles, tais como respiragdo, osmorregulacdo, excre¢do de produtos
nitrogenados e regulacdo do equilibrio acido-base (Camargo et al., 2007; Cinar et al.,
2009). Em razdo dessas multifuncionalidades e por apresentarem extensa area em
contato com meio aqudtico, as brénquias estdo mais sensiveis a presenga de
contaminantes, os quais podem causar danos a sua estrutura e funcdo (Romao et al.,
2006), uma vez que podem ser um local de depuracdo de contaminantes ambientais
(Meletti et al., 2003). Portanto, alteracdes teciduais nas brénquias sdo reconhecidas
como um método rapido e valido para determinar danos causados aos peixes quando
expostos a diferentes agentes contaminantes (Flores-Lopes e Malabara, 2007; Fiuza et
al. 2011) ou ndo contaminantes. Entre as principais alteracGes teciduais nas branquias
estdo a relativa abundancia e mudanca morfoldgica das células de cloreto, hiperplasia
das células epiteliais e fusdo das lamelas secundarias (Motter et al., 2004). Assim, este

estudo contribui com o conhecimento sobre efeitos do 6leo de M. piperita em pirarucus.
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2 PROBLEMA

No cultivo de A. gigas é frequente as infec¢cBes branquiais causadas por
monogenoideas Dawestrema spp. e, em geral, os tratamentos sdo feitos usando
substancias quimicas, que sdo tdxicas para 0s peixes € nem sempre eliminam esses
parasitos. Como a utilizagcdo de produtos naturais pode ser uma alternativa ao uso de
produtos quimicos, o 6leo essencial de M. piperita pode ter acdo antiparasitaria sem ser

toxico para A. gigas?
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3 HIPOTESES

e Oleo essencial de M. piperita tem eficacia in vitro, na eliminagdo de
Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema cycloancistrioides das branquias de

A. gigas, devido a sua acdo anti-helmintica.

o Oleo essencial de M. piperita ndo causa alteracdes histologicas nas branquias de

A. gigas, uma vez que é um produto natural e pode ter baixo efeito toxico.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Avaliar a acdo antiparasitaria de diferentes concentracdes do 6leo essencial

de M. piperita para Dawestrema spp. e os efeitos tdxicos desse 6leo em A. gigas.

4.2 Especificos

e Testar, in vitro, diferentes concentracdes do 6leo essencial de M. piperita com
eficacia contra Dawestrema spp. das branquias de A. gigas;

e Determinar a concentracdo letal (CL-s50.4n) do 6leo essencial de M. piperita para

A. gigas;

e Avaliar os possiveis efeitos toxicos das diferentes concentracdes do Oleo

essencial de M. piperita na estrutura morfolégica das branquias de A. gigas.
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CAPITULO 1

Efeito in vitro do 6leo essencial de Mentha piperita (Lamiaceae) em Dawestrema

spp. (Monogenoidea) e toxicidade aguda em Arapaima gigas (Arapaimidae)
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito in vitro do 6leo essencial de Mentha piperita L. sobre
monogenoideas e sua acdo toxica para Arapaima gigas. Para o ensaio in vitro branquias
de A. gigas naturalmente infectadas por Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema
cycloancistrioides foram expostas a 0, 80, 160 e 320 mg/L de 6leo essencial de M.
piperita, que mostraram ter atividade anti-helmintica. No teste de toxicidade, os
alevinos de A. gigas foram expostos a 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L de dleo
essencial de M. piperita para determinacdo da concentracdo letal (CLso.4n) que foi 38
mg/L. As branquias dos peixes que participaram do teste de toxicidade foram usadas
para analises histoldgicas e as principais alteracdes teciduais encontradas apds 4 horas
de exposicdo a 80, 100, 130 e 160 mg/L de oleo essencial de M. piperita foram
elevacdes epiteliais, fusdo das lamelas secundarias, hipertrofia, aneurisma e necrose. Os
resultados in vitro mostraram que a atividade anti-helmintica do 6leo essencial de M.
piperita contra Dawestrema spp. foi dose dependente. Para A. gigas, somente
concentracdes em torno de 20 mg/L de 6leo essencial de M. piperita podem ser usadas

sem que ocorra mortalidade dos peixes e alteracdes teciduais nas branquias.

Palavras chaves: Produto Natural, Histologia, Monogenoidea, Toxicidade.
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In vitro effect of the essential oil of Mentha piperita (Lamiaceae) in Dawestrema
spp. (Monogenoidea) and acute toxicity in Arapaima gigas (Arapaimidae)

ABSTRACT

This study evaluated the in vitro effect of the essential oil of Mentha piperita L. on
monogenoideas and its toxic action to Arapaima gigas. For the in vitro assay, A. gigas
gills naturally infected by Dawestrema cycloancistrium and Dawestrema
cycloancistrioides were exposed to 0, 80, 160 and 320 mg/L of the essential oil of M.
piperita, which proved to have anthelmintic activity. In toxicity tests, A. gigas
fingerlings were exposed to 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L of the essential oil of M.
piperita for determination of the lethal concentration (CLso-4n), Which was 38 mg/L.
The gills of the fish who participated in the toxicity test were used for histological
analyzes and major changes found after 4 hours of exposure to 80, 100, 130 and 160
mg/L essential oil of Mentha piperita were epithelial uplifting, fusion of the secondary
lamellae, hypertrophy, aneurysm and necrosis. The in vitro results showed that the
anthelmintic activity of the essential oil of M. piperita against Dawestrema spp. was
dose dependent. For A. gigas, only low concentrations of the essential oil of M. piperita
(approximately 20 mg/L) can be used without cause mortality of fish and gills tissue

changes.

Key words: Natural product, Histology, Monogenoidea, Toxicity.
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INTRODUCAO

Arapaima gigas Schinz, 1822 é um peixe da familia Arapaimidae endémico da
regido amazoOnica que esta entre 0os maiores peixes de escamas de agua doce, podendo
alcancar 3 m de comprimento e 200 kg (Araujo et al., 2009; Nufiez et al. 2011; Marinho
et al. 2013). Esse peixe destaca-se entre as especies nativas da Amaz0nia, por apresentar
excelentes caracteristicas bioldgicas e zootécnicas, tais como rapido crescimento,
respiracdo aérea, carne branca, magra e livre de espinhas intramusculares, facil
adaptacdo ao alimento artificial, tolerancia ao adensamento e manuseio, além do seu
elevado valor comercial (Ono et al. 2008; Nufiez et al. 2011; Marinho et al. 2013).

O cultivo intensivo de A. gigas tem se intensificado, apesar de alguns entraves
impedirem a sua producdo em larga escala, entre esses se destacam as doencgas, que nos
primeiros estagios de vida ocasionam grandes perdas durante a larvicultura e recria
(Delgado et al. 2007; Marinho et al. 2013). Monogenoidea Dawestrema cycloancistrium
Price e Nowlin, 1967 e Dawestrema cycloancistrioides Kritsky, Boeger e Thatcher 1985
estdo entre os parasitos que causam doencas em A. gigas (Delgado et al. 2007; Aradjo et
al. 2009; Marinho et al. 2013). Na piscicultura, o tratamento de parasitoses € complexo
e, em geral, pouco eficiente.

Diversos quimioterapicos (por exemplo, cloreto de sédio, praziquantel, levamisol,
formalina, mebendazol, sulfato de cobre, entre outros) tém sido usados no controle de
monogenoideas de peixes (Fujimoto et al. 2006; Chagas et al. 2006; Tavares-Dias et al.
2011; Chagas et al. 2012). Porém, a maioria desses produtos além de ser toxicos para 0s
peixes; comprometendo principalmente as suas branquias, tegumento e figado (Tavares-
Dias et al. 2011; Tu et al. 2013), sdo potenciais poluentes a0 meio aquatico e podem
causar sérios riscos a saude dos consumidores (Maximiano et al. 2005; Tavechio et al.
2009).

Na piscicultura, uma alternativa que tem se mostrado promissora para controle e
prevencdo de doencas em peixes € o uso de plantas medicinais. Atualmente, vem
crescendo o interesse por plantas com atividade bioativa, em substituicdo ao uso de
produtos quimicos para o combate de patdgenos de peixes (Harikrishnan et al. 2011;
Pandey 2013, Murthy e Kiran 2013; Tu et al. 2013). Porém, para que plantas medicinais
ou seus derivados sejam utilizados no tratamento de doengas em peixes com seguranga
na piscicutura, testes de toxicidade devem ser previamente conduzidos, para estabelecer

a tolerancia para cada espécie de peixe.
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A natureza pode fornecer uma gama de compostos fitoquimicos ainda pouco
estudados, como os da Mentha piperita L. (horteld-pimenta). Mentha piperita € uma
Lamiaceae aromatica conhecida da industria farmacéutica, medicina e culinaria (Mckay
e Blumberg 2006; Garlet et al. 2007; Maggiore et al. 2012). O 6leo essencial da M.
piperita contém uma grande variabilidade fitoquimica, sendo mentol e mentona, 0s
componentes majoritarios e de maior interesse econdémico (Garlet et al. 2007; Peixoto et
al. 2009; Maggiore et al. 2012; Samber et al. 2014). Tais interesses econdmicos devem-
se ao fato do extrato e Oleo essencial de M. piperita apresentar propriedades
antissépticas, antiespasmaddicas, analgésicas, anti-inflamatorias, carminativas,
antifingicas, antibacterianas, antiprotozoaricas e anti-helminticas (Yadegarinia et al.
2006; Almeida et al. 2007; Nikesh et al. 2011; Maggiore et al. 2012). Além disso, ha
uma preocupac¢do em utilizar substancias antiparasitarias que reduzam a contaminacao
do ambiente e que ndo deixem residuos toxicos na carne do peixe destinada ao consumo
humano (Tavechio et al. 2009; Murthy e Kiran 2013; Zhang et al. 2014). Assim, M.
piperita vem sendo usada no controle de helmintos intestinais de mamiferos (Almeida
et al. 2007), mas ainda ndo estd sendo usada para peixes. Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos in vitro do éleo essencial de M. piperita contra Dawestrema
spp. e a toxicidade aguda em Arapaima gigas.

MATERIAL E METODOS
Obtencao do bleo essencial de Mentha piperita

Para a extracdo do 6leo essencial utilizou-se folhas e inflorescéncias de M.
piperita cultivada e processada no Setor de Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa
Amazonia Ocidental, Manaus (estado do Amazonas, Brasil). Ap6s o corte das plantas
no campo, as partes aéreas (folhas e/ou inflorescéncias) foram retiradas para a extragdo
do oleo essencial e, posteriormente uma aliquota do Oleo extraido foi submetida a
analise quimica por cromatografia gasosa com espectrometria de massas (Morais et al.
2012). O dbleo essencial de M. piperita apresentou 0s seguintes componentes quimicos:
alfa-pineno (1,1%), beta-pineno (1,9%), mirceno (1,1%), p-cimeno (4,6%), limoneno
(3,1%), mentona (18,2%), iso-mentona (13,4%), mentol (30,8%), 4-terpineol (1,5%),
pulegona (13,7%), acetato de mentila (9,7%).
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Peixes e aclimatacéo

Alevinos de pirarucu (Arapaima gigas) foram adquiridos de piscicultura
comercial e transportados para o Laboratorio de Aquicultura e Pesca da Embrapa
Amapa (Macapa/AP). Durante 20 dias, estes peixes foram aclimatados em um tanque de
polietileno com capacidade para 1.000 L, com aeracdo constante e fluxo continuo de
agua, com temperatura média de 29,4 £ 0,3 °C, oxigénio dissolvido 8,0 £ 0,4 mg/L, pH
5,3 = 0,3, amonia total de 0,10 £ 0,08 mg/L, alcalinidade média de 11,7 + 3,9 mg
CaCOg/L, dureza media de 10,0 £ 0 mg CaCOs/L e condutividade média de 0,03 *
0,0008 pS/cm®. Tais parametros de qualidade de agua foram medidos usando uma
sonda multiparametros (Horiba, modelo U-52). Os peixes durante todo periodo de
aclimatacao foram alimentados com racdo contendo 45-46% proteina bruta (PB), quatro
vezes ao dia. Em seguida esses alevinos de pirarucu foram usados no ensaio in vitro, no

teste de toxicidade e na andlise histoldgica.

Ensaio in vitro com 6leo essencial de Mentha piperita

Teste in vitro foi realizado para avaliar a acdo de diferentes concentracdes de M.
piperita no controle de D. cycloancistrium e D. cycloancistrioides das branquias de
alevinos de A. gigas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
constituido por dois grupos controles, um usando somente agua do tanque de cultivo
(Controle 1) e outro usando agua do tanque de cultivo e 80 pL de alcool etilico
(Controle 2) e trés diferentes concentragcfes (80, 160 e 320 mg/L) do 6leo essencial de
M. piperita diluidas em &lcool etilico PA (1g:10 mL). Arcos branquiais de dez alevinos
de pirarucu (27,0 + 14,0 g e 15,7 £ 2,4 cm), naturalmente parasitados, foram retirados e
individualizados em placas de Petri (Eiras et al. 2006) contendo 8 mL de cada solucdo
testada. Em cada arco os parasitos foram selecionados visualmente e observados a cada
15 minutos, em estereomicroscopio, para registro do numero de parasitos vivos e
mortos nesse periodo. Alguns critérios comportamentais dos parasitos monogenoideas
foram adotados para determinar a eficacia in vitro, tais como: contracdo e relaxamento
do corpo; reducdo na extensdo ou velocidade da contracgdo; letargia, desprendimento das
branquias e auséncia de movimentos (morte). Todas as concentracfes testadas e
também os controles foram realizados em triplicatas, em um tempo maximo de 9 horas

de exposicéo.
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Teste de toxicidade aguda (CLsp4 ) com Mentha piperita

Para o teste de toxicidade aguda, utilizou-se 168 alevinos de pirarucu (34,7 + 12,4
g e 16,8 + 2,0 cm) distribuidos em 14 tanques com capacidade de 100 litros cada, com
volume final para 80 L e na densidade de 12 peixes/tanque. Em seguida, 0s peixes
foram mantidos sem alimentacdo e em sistema estatico, com aeracdo constante e agua
com temperatura média de 28,8 + 0,13 ° C, oxigénio dissolvido 8,9 + 0,06 mg/L, pH 5,8
+ 0,06, aménia total de 0,12 + 0,007 mg/L, alcalinidade média de 10,0 £ 0 mg
CaCOgs/L, dureza 10,0 + 0 mg CaCOs/L e condutividade media de 0,03 *
0,0007pS/cm?. Cada tratamento foi constituido por duas repeticdes e o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, contendo dois grupos controles, um usando
somente agua do tanque de cultivo (Controle 1) e outro usando agua do tanque de
cultivo e 80 L de alcool etilico (Controle 2) e seis concentracdes (20, 40, 80, 100, 130
e 160 mg/L) do 6leo essencial de M. piperita. Todas as concentracdes de M. piperita
foram diluidas em alcool etilico (19:10 mL) e o valor da CLso.4n, foi calculada usando o
método de “Trimmed Spearman-Karber”, com limite de 95% de confianga (Hamilton et
al. 1977). Durante o periodo de 4 horas de exposicdo ao Oleo de M. piperita, a
mortalidade dos peixes foi registrada quando eles paravam o movimento opercular, a
batida caudal e ndo respondiam a estimulos mecanicos, sendo imediatamente retirados

para evitar o comprometimento da qualidade da agua.

Anélises histoldgicas das branquias de Arapaima gigas

O primeiro arco branquial direito de seis peixes mortos (sendo trés de cada
repeticdo) durante o teste de toxicidade aguda foram coletados e fixados em formol 10%
tamponado para analises histoldgicas. Os arcos branquiais foram descalcificados,
desidratados em série crescentes de solugdes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%) e, em
seguida processados em parafina seguindo técnicas de rotina. A seguir, foram realizados
cortes histologicos em microtomo manual (Leica RM 2245), obtendo-se seccdes de 6
um, que foram corados com hematoxilina-eosina (HE), para analises morfologicas
usando microscopia 6ptica comum. As imagens foram capturadas em fotomicroscopio
(Zeiss Axiovert A1) com camera acoplada (AxioCam ERc5s) e com auxilio de software

de anélise de imagem (Zen Lite 2012).
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RESULTADOS

No teste in vitro com 06leo essencial de M. piperita usando branquias de A. gigas

foram identificados duas espécies de monogenoideas (Figura 1).

8 |

Figura 1. Espécies de monogenoideas das branquias de Arapaima gigas. Dawestrema

cycloancistrioides (A) e Dawestrema cycloancistrium (B).

No grupo controle, com somente &gua do cultivo, todos os monogenoideas
morreram, em geral, ao final de nove horas do ensaio in vitro, com a deterioracdo das
branquias. No grupo controle que utilizou éagua do cultivo e éalcool, alguns
monogenoideas ainda apresentavam movimentos lentos ao final de nove horas, quando
houve encerramento desse ensaio. Nas concentragfes com 80, 160 e 320 mg/L do 6leo
essencial de M. piperita houve variagdo no tempo de mortalidade dos monogenoideas

Dawestrema spp. (Tabela 1 e Figura 2).
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Tabela 1. Efeitos in vitro das diferentes concentracdes de 6leo essencial de Mentha
piperita em Dawestrema spp. das branquias de Arapaima gigas. C1: Controle 1, C2:

Controle 2.
Numero de parasitos
Tempo Concentragdo Vivos Letargicos Desprendidos  Mortos
Oh 0 mg/L (C1) 34 0 0 0
0 mg/L (C2) 82 0 0 0
80 mg/L 37 0 0 0
160 mg/L 33 0 0 0
320 mg/L 30 0 0 0
30 min 0 mg/L (C1) 34 0 0 0
0 mg/L (C2) 82 0 0 0
80 mg/L 37 2 0 0
160 mg/L 0 0 0 33
320 mg/L 0 0 0 30
1h 0 mg/L (C1) 34 0 0 0
0 mg/L (C2) 82 0 0 0
80 mg/L 37 4 0 0
160 mg/L 0 0 6 33
320 mg/L 0 0 0 30
2h 0 mg/L (C1) 34 0 0 0
0 mg/L (C2) 82 0 0 0
80 mg/L 34 1 11 3
160 mg/L 0 0 12 33
320 mg/L 0 0 0 30
4h 0 mg/L (C1) 33 0 0 1
0 mg/L (C2) 81 0 9 1
80 mg/L 12 0 23 25
160 mg/L 0 0 33 33
320 mg/L 0 0 0 30
5h 0 mg/L (C1) 33 0 0 1
0 mg/L (C2) 80 0 20 2
80 mg/L 0 0 37 37
160 mg/L 0 0 33 33
320 mg/L 0 0 0 30
9h 0 mg/L (C1) 0 0 0 34
0 mg/L (C2) 28 0 49 54
80 mg/L 0 0 37 37
160 mg/L 0 0 33 33
320 mg/L 0 0 0 30
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Figura 2. Eficécia de diferentes concentracbes de 6leo essencial de Mentha piperita
contra Dawestrema spp. das branquias de Arapaima gigas.

Durante o teste de toxicidade aguda, os peixes dos tratamentos com 40, 80, 100,
130, 160 mg/L de M. piperita apresentaram alteracGes comportamentais, tais como:
agitacdo, batimento opercular acelerado, natacdo erratica, perda do equilibrio (ventre
voltado para superficie) e letargia. Porém, nos peixes do tratamento com 20 mg/L foi
verificado somente efeito anestésico (paralisia).

A taxa de mortalidade dos alevinos de A. gigas expostos a diferentes
concentragfes do 6leo de M. piperita estdo apresentados na Tabela 2, onde houve
diferencas no numero de mortalidade para todas as concentracbes usadas, como
esperado. O valor estimado da CLso.4n de Oleo essencial de M. piperita para A. gigas,
foi de 38 mg/L.
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Tabela 2. Teste de toxicidade aguda (CL50-4h) de 6leo essencial de Mentha piperita
para Arapaima gigas.

N° peixes mortos ao

Concentrag0es final do teste Mortalidade (%)
(mg/L)
Repeticao 1 Repeticao 2

0 0 0 0

20 0 0 0

40 8 6 58,3

80 12 12 100
100 12 12 100
130 12 12 100
160 12 12 100

As analises histoldgicas ndo mostraram qualquer lesdo visivel nas branquias de
A. gigas de ambos os grupos controles, bem como nos peixes expostos a 20 e 40 mg/L
de 6leo essencial de M. piperita. Porém, nos peixes expostos a 80, 100, 130 e 160 mg/L
desse Oleo essencial houve elevacBes epiteliais, fusdo das lamelas secundarias,
hipertrofia e aneurisma, mas necrose ocorreu somente nos peixes expostos a 160 mg/L,

a maior concentracdo usada (Figura 3).



44

Figura 3.1-6. Branquias de Arapaima gigas do grupo controle e expostos a diferentes
concentracOes de Oleo essencial de Mentha piperita. Estrutura normal dos filamentos
branquiais, mostrando em detalhes lamela primaria e lamela secundaria (1). Hiperplasia
e fusdo lamelar (setas) (2). Aneurisma nas pontas das lamelas primaérias das branquias
(asteriscos) (3). Desprendimento do epitélio branquial (setas) (4 e 6). Tecido branquial

com hipertrofia das células epiteliais (setas) (5). Tecido branquial com necrose (circulo)

(6).
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DISCUSSAO

Dawestrema cycloancistrium e D. cycloancistrioides das brénquias de A. gigas
ndo expostos a Oleo essencial de M. piperita sobreviveram até nove horas de cultivo.
Porém, monogenoideas Dactylogyrus vastator de Carassius auratus sobreviveram até
82 horas de cultivo (Zhang et al. 2014). Tais resultados sdo atribuidos &s diferencas
espécie-especifica e metodologias de cultivo.

Dawestrema spp. das branquias de A. gigas morreram em 30 minutos quando
expostos a 160 e 320 mg/L de dleo essencial de M. piperita, enquanto 0s parasitos
expostos a 80 mg/L mostraram mortalidade somente apds 5 horas de exposicao.
Portanto, paralisia seguida de morte dos parasitos ocorreu em menor tempo nas maiores
concentracdes de M. piperita. Em camundongos, inoculagdo intraperitoneal com dleo
essencial de M. piperita causou reducdo de 50% da viabilidade de protoescolex de
Echinococcus granulosus, devido aos danos ultraestruturais induzidos pelo fitoterapico
(Maggiore et al. 2012). Mentha piperita também demonstrou atividade anti-helmintica
in vitro contra larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos (Almeida et al. 2007),
bem como para Pheretima postuma (Nikesh et al. 2011). O 0leo essencial de M.
piperita, apresentou um complexo bioativo que parece responsavel pela a acdo anti-
helmintica in vitro deste estudo. Plantas bioativas, como M. piperita, por conter um
grande nimero de metabdlitos secundarios ou substancias farmacologicamente ativas,
que agindo isoladamente ou em combinacdo podem produzir efeito direto ou indireto
sobre parasitos (Yadegarinia et al. 2006).

A busca por compostos antiparasitarios de origem vegetal deve-se a escassez de
compostos comerciais que eliminem parasitos de forma eficiente e com menor
toxicidade. Porém, plantas medicinais ou seus derivados, quando utilizados para fins
profilaticos e terapéuticos, devem sempre ser testados quanto a sua toxicidade, pois 0s
limites de tolerancia podem variar de acordo com a espécie de peixes, idade, tamanho e
com o tempo de exposicéo ao produto (Winkaler et al. 2007; Tavechio et al. 2009). Para
A. gigas, a mortalidade aumentou com o aumento da concentracdo de 6leo essencial de
M. piperita e a CLso4n foi de 38 mg/L. Essa concentracdo de 6leo essencial de M.
piperita mostrou elevada toxicidade para concentracdo letal média se comparada ao
extrato de Carica papaya para Clarias gariepinus (Ayotunde et al., 2010) e Azadirachta
indica para Prochilodus lineatus (Winkaler et al. 2007). Porém, sdo todas plantas com
diferentes compostos bioativos.
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Brénquias sdo 0Orgdos de extrema importancia para 0s peixes, uma vez que
desempenham varias funges vitais, tais como respiragdo, osmorregulacdo, excrecdo de
produtos nitrogenados e regulacdo do equilibrio acido-base (Cinar et al. 2009).
Descamacéo do epitélio respiratrio branquial e hiperplasia das células interlamelar de
Oreochormis niloticus exposto a extrato etanolico bruto e fracbes das folhas da planta
Eugenia uniflora foi descrito por Fiuza et al. (2011). Secre¢do de muco, hiperplasia,
fusdo das lamelas, elevagédo do epitélio e necrose ocorreram em Heteropneustes fossilis
tratados com extrato de A. indica (Kumar et al. 2010). Portanto, em peixes expostos a
substancias quimicas ou produtos naturais, as respostas funcionais e morfologicas das
branquias podem ser pardmetros relevantes na determinacgdo das concentragdes toxicas e
clinicas.

As branquias de A. gigas apresentaram levantamento do epitélio lamelar, fusédo
das lamelas secundarias, hiperplasia das células epiteliais e aneurisma apds 4 horas de
exposicao a 80, 100, 130 e 160 mg/L de M. piperita. Porém, tais alteracdes teciduais
ndo ocorreram nas branquias dos peixes controles e dos expostos a 20 e 40 mg/L de M.
piperita, que teve somente um efeito anestésico. Alteracdes morfologicas branquiais tais
como elevacdo do epitélio e hiperplasia das células epiteliais podem ser estratégias
adaptativas a agentes irritantes, servindo como uma barreira para a entrada de
xenobidticos na corrente sanguinea. Mas, aneurisma nas lamelas branquiais sao lesdes
resultantes de rupturas das células pilares causados por xenobioticos (Winkaler et al.,
2007), tais como M. piperita. Assim, as leses branquiais em A. gigas levaram a uma
reducdo da sua capacidade respiratdria, ocasionando a morte desses peixes quando
submetidos a elevadas concentracBes de M. piperita.

Em concluséo, 6leo essencial de M. piperita mostrou, in vitro, ter atividade anti-
helmintica dose dependente contra Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema
cycloancistrioides. A analise estrutural das branquias foi um método pratico e valido
para determinar a toxicidade causada pelo Oleo essencial de M. piperita em A. gigas.
Como banhos terapéuticos com 6leo essencial de Mentha piperita para A. gigas devem
ser em concentragbes de aproximadamente 20 mg/L, novas estratégias devem ser

realizadas para investigar a eficacia também in vivo.
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