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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar a eficacia do oleo essencial contra
monogénea e determinar a dosagem segura em Oreochromis niloticus. No teste de toxicidade
aguda em alevinos, foram avaliadas sete concentragoes (20, 25, 30, 35, 40, 45 ¢ 50 mg/L) com
dois controles, sendo um positivo (alevinos mantidos em agua) e um controle negativo (alevinos
mantidos em agua com a adicdo de 35ml/L de alcool etilico absoluto - P.A. 99.8%). A
concentragdo letal foi testada durante 48 horas (CL50-48h), periodo no qual registrou-se o
comportamento e a mortalidade dos individuos. Apds o teste de toxicidade aguda foram feitas
analises histologicas das branquias, utilizando o segundo arco branquial do lado direito de 3
peixes das 3 repeticdes, das concentragdes de toxicidade aguda e dos respectivos controles
(n=9). Para testar a eficacia do 6leo essencial contra o parasito no hospedeiro vivo, foi realizado
um ensaio in vivo com 27 juvenis de tilapia do Nilo naturalmente infectados. Para tanto, foi
realizado um tratamentos com trés repeti¢des, onde os peixes foram submetidos a banhos de 60
minutos com 6leo essencial de M. piperita na concentracdo de 35mg/L (valor determinado pelo
teste de toxicidade aguda), e dois controles, um positivo e um negativo. A CL50 foi determinada
através do programa Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95%. Adotou-
se o programa Sigma Plot V.11 para gerar o grafico de despigmentagdo do teste de toxicidade.
Utilizou-se graficos de ocorréncia para visualizacdo de dados dos comportamentos dos peixes
do teste de toxicidade e do ensaio in vivo. No teste de toxicidade em alevinos a CL50-48h
indicou 35,43 mg/L. Nao foram observadas mudangas comportamentais dos individuos nos
controles ou na concentragao de 20 mg/L. Porém, nas demais concentragdes (25, 30, 35, 40, 45
e 50mg/L) ocorreram alteragdes comportamentais. Dos 270 individuos, 20 apresentaram
despigmentacdes. Encontrou-se altera¢des histologicas nos alevinos: levantamento do epitélio
lamelar, fusdo lamelar parcial, proliferacao generalizada do tecido epitelial, fusdo lamelar total,
parasitos protozodrios, aneurismas. No ensaio in vivo mesmo na concentracao suportada de
35mg/L, apds uma hora de observagdo nao foi verificado eficacia imediata do 6leo essencial de
Mentha piperita contra 0os monogenéticos, uma vez que nao foram encontrados parasitos
mortos. O presente trabalho fornece evidéncia de que nas concentragdes de 40, 45 e 5S0mg/L, o
Oleo essencial de M. piperita demonstrou-se toxico para os alevinos de O. niloticus nas
condi¢des avaliadas, causando alteracdes histologicas, mudangas na coloracio do animal, morte
e ineficacia contra os parasitos monogenéticos ap6s banho de 60 minutos.

Palavras-chave: Hortela-pimenta. Tilapia do Nilo. Banho terapéutico.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effectiveness of the essential oil against
monogenea and to determine the safe dosage in Oreochromis niloticus.In the acute toxicity test
in fingerlings, seven concentrations (20, 25, 30, 35, 40, 45 and 50 mg/L) were evaluated with
two controls, one positive (fingerlings kept in water) and one negative control (Fingerlings kept
in water with the addition of 35ml/L of absolute ethyl alcohol — P.A. 99.8%). The lethal
concentration was tested for 48 hours (LC50-48h), during which period the behavior and
mortality of individuals were registered. After the acute toxicity test, histological analysis of
the second right branchial arch of 3 fish from the 3 replicates, acute toxicity concentrations and
respective controls (n = 9) was performed.To test the efficacy of the essential oil against the
parasite in the live host, an in vivo assay was performed with 27 naturally infected juvenile Nile
tilapia juveniles. For that, a three-replicate treatment, where the fish were submitted to 60-
minute baths with essential oil of M. piperita at a concentration of 35 mg/L (value determined
by the acute toxicity test), and two controls, one positive and a negative. The LC50 was
determined through the Trimmed Spearman-Karber program with a 95% confidence interval.
The Sigma Plot V.11 program was adopted to generate the depigmentation graph of the toxicity
test. to generate the depigmentation graph of the toxicity test. Occurrence plots were used to
visualize fish behavior data from the toxicity test and the in vivo test. In the fingerlings toxicity
test in the LC50-48h indicated 35.43 mg/L. No behavioral changes were observed in controls
or at a concentration of 20 mg/L. However, in the other concentrations (25, 30, 35, 40, 45 and
50 mg/L), behavioral changes occurred. Of the 270 individuals, 20 presented depigmentations.
Histological changes were found in the fingerlings: lamellar epithelium removal, partial
lamellar fusion, generalized epithelial tissue proliferation, total lamellar fusion, protozoan
parasites, and aneurysms. In the in vivo assay even at the supported concentration of 35mg/L,
after one hour of observation no immediate efficacy of the Mentha piperita essential oil against
the monogenetics was observed, since no dead parasites were found. The present work provides
evidence that at concentrations of 40, 45 and 50 mg/L, the essential oil of M. piperita was toxic
for O. niloticus fingerlings under the conditions evaluated, causing histological changes,
changes in the color of the animal, death and ineffectiveness against monogenetic parasites after
a 60 minute bath.

Key-words: Pepper mint. Nile Tilapia. Therapeutic baths.
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1 INTRODUCAO

As tilapias, peixes de 4gua doce da familia Cichlidae, sdo originarias da Africa e Asia
(Jordania e Israel), sendo que mais de 70 espécies foram identificadas. Dessas, registros indicam
que a espécie Oreochromis niloticus foi importada para o Brasil em 1971 (LIM e WEBSTER,
2007) e pode ser considerada uma das espécies de grande importancia para a aquicultura (EL
SAYED, 2006). Segundo FAO (2018), em 2015 a produg¢ao global da tilapia foi de 5,6 milhdes
de toneladas, sendo que no Brasil foram produzidos 219,4 toneladas.

Oreochromis niloticus apresenta algumas espécies de parasitos especificos,
principalmente parasitos monogenéticos como: Cichlidogyrus halli, C. longicornis, C.
sclerosus, C. thurstonae, Scutogyrus longicornis e Enterogyrus cichlidarum (EIRAS,
TAKEMOTO ¢ PAVANELLI, 2010).

Vargas et al. (2000) comentam que esses ectoparasitos monogenéticos podem causar
problemas sanitdrios para as tildpias. Boijink et al. (2016) descreve que os parasitos
monogenéticos possuem uma estrutura denominada haptor localizada na parte posterior do
corpo e que, juntamente com barras, ancoras e ganchos, tém a funcao de fixacdo no hospedeiro.
Os autores comentam que as lesdes causadas por esses parasitas facilitam a entrada de
patogenos secundarios, como fungos e bactérias e, como mecanismo de defesa, o hospedeiro
secreta grandes quantidades de muco prejudicando assim as trocas gasosas e levando o
hospedeiro a morte por asfixia.

Os autores Kaur, Siddhnath e Bharti (2018) comentam que os parasitos monogenéticos
(Platyhelminthes, Monogenea) apresenta ciclo de vida direto, sendo ovo, larva (oncomiracidio)
e adulto, que conseguem detectar as diferentes espécies de peixes nos ambientes através de
estruturas sensoriais através de estimulos quimicos e fisicos oriundos da superficie do
hospedeiro.

Como modo de profilaxia contra esses ectoparasitos, sdo aplicados os tratamentos
convencionais como: cloreto de sodio, formalina, permanganato de potéssio, verde malaquita,
formalina + verde malaquita (PAVANELLI, EIRAS e TAKEMOTO, 2008). Segundo Mabilia
e Souza (2006) e Maximiano et al. (2005) o uso de tratamentos convencionais utilizados no
combate a ectoparasitos tem causado preocupagdo uma vez que, muitos produtos quimicos
utilizados na aquicultura ndo sao autorizados, sendo que os efeitos desses produtos ndo estdo
elucidados na ciéncia, principalmente devido ao impacto no ambiente, sdude dos animais ¢

fisiologia dos peixes e na saude humana.
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Onaka, Martins e Moraes (2003) em seu estudo do uso de praziquantel e albendazol
contra monogénea de Pacu, comentam que o uso de tratamentos quimicos podem causar
impactos ambientais como: prejuizos na comunidade biotica, cadeia alimentar e ainda por cima
os organismos podem desenvolver resisténcia contra o produto. Ademais, Burridge et al.
(2010), em seu trabalho com uso de quimicos na aquicultura do salmao, observou que o uso de
antibidticos e parasiticidas (avermectinas, piretroides, peréxido de hidrogénio,
organofosforados, sintese inibitoria da quitina) ocasionou efeitos bioldgicos nos peixes (a nivel
celular, molecular e bioquimico) e alteraram ciclos de vida em organismos da comunidade
bentdnica, ficando residuos dos produtos quimicos que nao foram decompostos pela atividade
microbiologica, causando impacto ambiental. Além disso, alguns tratamentos convencionais
podem ndo resultar em eficdcia como foi observado por Porto et al. (2017) ao avaliarem o
permanganato de potdssio e observaram em seus resultados que ndo houve eficacia contra
monogénea de Colossoma macropomum. Nesse contexto, medidas profilaticas alternativas
contra parasitos de interesse na aquicultura sdo de suma importancia, pois podem minimizar
prejuizos financeiros e ecoldgicos.

Como método alternativo, os fitoterapicos sao usados ha séculos na medicina
tradicional e apresentam uma ampla gama de propriedades, entre as quais: estimulacdo do
apetite, promog¢do de crescimento, antinflamatorio, anti-estimulante, imunoestimulante, anti-
stress e anti-cancer (BULFON, VOLPATTI e GALEOTTI, 2015). Segundo Marques et al.
(2015) e Kaur e Shah (2017), fitoterapicos causam efeito na resposta imunologica devido as
diversas propriedades quimicas de seus metabdlitos: flavonoides, terpenos, taninos,
polissacarideos, alcaloides e saponinas, presentes em diversas partes das plantas; favorecendo
a utilizacdo de extratos ¢ oleos essenciais de sementes, raiz, folhas e frutos (BULFON,
VOLPATTI e GALEOTTI, 2015). Bizzo, Hovell e Rezende (2009) comentam que os 6leos
essenciais tém ganhado destaque no Brasil, principalmente por ser um processo altamente
sustentavel e renovavel. Para Tavares-Dias (2018), a utiliza¢do desses 6leos tem aumentado
consideravelmente devido a procura por novos compostos bioativos com potencial
antiparasitario para diversos animais, despertando o interesse para aquicultura, especificamente
em peixes.

Atualmente, mais de 60 espécies de plantas sao utilizadas na aquicultura para garantir
a melhoria da satude dos peixes e sanidade de doengas (BULFON, VOLPATTI e GALEOTTI,
2015). Entretanto, sabendo-se da diversidade de metabolitos e propriedades quimicas que as
plantas podem apresentar, bem como das implica¢des ecologicas, sdo necessarios estudos para

determinar a aplicabilidade desses produtos (NEELAVATHI, VENKATALAKSHMI e
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BRINDHA, 2013). Pereira et al. (2016), em seu trabalho com uso de extratos de plantas e suas
propriedades profilaticas ou terap€uticas na producao de peixes, comenta que sao necessarios
estudos envolvendo plantas e peixes, principalmente aqueles de importancia para piscicultura,
que irdo definir o melhor produto a ser utilizado no combate a determinados parasitos.

Entre as diversas plantas testadas para uso na aquicultura inclui-se a espécie Mentha
piperita (Familia Lamiaceae) (MALHEIROS et al., 2016). Extratos dessa espécie possuem
compostos como: terpernodides, flavonoides, fenolicos, que tém atividade contra bactérias e
protozoarios (TREVISAN et al., 2017). Assim como, estudos com extratos dessa espécie
possuem efeito anestésico (MAZANDARANI e HOSEINI, 2017).

Pesquisas com banhos terapéuticos avaliando os efeitos de M. piperita contra parasitos
de peixes incluem: taxas de eclosdo de Oncorhynchus mykiss (Familia Salmonidae) contra a
atividade de fungos (MOUSAVI et al., 2009); em alevinos de Arapaima gigas (Familia
Arapaimidae) contra monogénea (MALHEIROS et al., 2016) e; em juvenis de Oreochromis
niloticus contra monogénea (HASHIMOTO et al.,, 2016). Entretanto, a avaliacdo da
propriedade anti-helmintica de M. piperita usando banhos terapéuticos, ainda requer estudos de
eficiéncia e dosagem (REVERTER et al., 2014).

Os parasitos monogenéticos podem infectar os peixes em sua fase inicial de vida e
serem transportados juntamente com seu hospedeiro para os tanques de crescimento, causando
inumeros prejuizos ao produtor, ja que uma vez instalados nesses tanques, sua erradicagdo ¢
praticamente impossivel. Neste contexto, ressalta-se a importancia do estudo de novas
substancias eficazes contra os parasitos monogenéticos, € que possam ser utilizados ainda na
fase de alevinos, evitando a contaminagdo dos tanques de crescimento € consequente
mortalidade em massa dos hospedeiros.

Neste estudo foi testada a hipdtese de que o 6leo essencial de Mentha piperita ¢ eficaz
no combate a parasitos monogenéticos em Oreochromis niloticus.

Este trabalho teve como objetivos avaliar a eficacia do o6leo essencial contra

monogénea e determinar a dosagem segura em Oreochromis niloticus.

2  MATERIAL E METODOS
O estudo foi desenvolvido na Universidade Federal do Parana - Setor Palotina. Esta
pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina da UFPR

(CEUA/Palotina) em 21/11/2017 sob protocolo n°38/2017 disponivel no anexo A.
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Os alevinos e juvenis de Oreochromis niloticus pertencentes a linhagem GIFT foram
adquiridos diretamente de fornecedores da regiao.

O 6leo essencial de Mentha piperita pertence ao lote 05960220/17 comercializado pela
empresa Mundo dos oleos, sendo declarado como méximo grau de pureza. Extraido pelo
laboratorio PHITOEXTRATOS LTDA. O anexo B mostra as informagdes técnicas fornecidas

pela empresa.

2.1 TESTE DE TOXICIDADE EM ALEVINOS

Foram utilizados 270 alevinos com peso médio de 2,67g + 0,66 e comprimento médio
de 4,36cm =+ 0,32. Os individuos foram aclimatados em tanques de fibra de polietileno com
capacidade para 500 litros de agua, permanecendo em fluxo continuo e aeragdo constante
(MALHEIROS et al.,2016). Os individuos foram alimentados com a mesma racdo comercial
duas vezes ao dia (10h:00min e 16h:30min) até a saciedade aparente (LIM e WEBSTER, 2006).
Ap6s a ultima alimentago, aguardava-se 30 minutos e as fezes eram removidas e 30 % da dgua
renovada.

Antes de iniciar o experimento, os alevinos permaneceram em jejum por 24 horas e
logo ap6s foram transferidos para o laboratério. Para diminuir o estresse durante o transporte,
utilizou-se banho em cloreto de s6dio na propor¢ao de 1g/L (EPA, 2002). Em laboratério, os
individuos foram submetidos a um banho em solucdo de Eugenol e, posteriormente, foi
realizada a biometria. Apos a biometria, os individuos foram transferidos para os aquarios, onde
permaneceram até sua completa recuperagao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os peixes foram alocados
de forma aleatdria em aquarios com capacidade de 50 litros, porém com 20 litros de agua. Cada
aquario (tratamento e controle) recebeu 10 espécimes de O. niloticus. A 4gua utilizada nos
aquarios foi proveniente de abastecimento publico, e para nao haver presenca de cloro, esta foi
mantida sob aeracdo constante durante 24 horas e em seguida foi aplicado o teste-cloro. Por
tratar-se de um sistema estatico, a concentragdo letal foi observada durante 48 horas (CL50-
48h), e durante os testes os alevinos ndo foram alimentados. A luminosidade foi controlada,
garantindo-se um fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2006).

No teste de toxicidade aguda, avaliou-se sete concentracdes (20, 25, 30, 35, 40,45 ¢
50 mg/L) do 6leo essencial de M. piperita. As concentracdes foram obtidas realizando-se

diluigdes simples a partir de uma solugdo stock preparada com 1g do o6leo essencial de M.
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piperita diluido em 10mL de alcool etilico absoluto (P.A. 99,8%). Para tanto, utilizou-se a
seguinte formula Quimica:

Ci.Vi= Ct. Vi

Sendo: C; - Concentragdo inicial; Vi= Volume inicial; C¢- Concentracao final; V¢- Volume final.

Para cada tratamento de toxicidade aguda e para os dois controles, foram realizadas
trés repeticdes. No controle positivo, os alevinos foram mantidos em agua, € no controle
negativo, os alevinos permaneceram em agua com a adi¢do de alcool etilico (P.A. 99,8 %)

absoluto a uma concentragao de 50 mg/L, conforme a FIGURA 1.

CP CN 20mgL || 25mgL || 30mgL || 35mgL || 40mgl || 45mgL |[PET0S
CP CN 20mgL || 25mgL || 30mgL || 33 mgL || 40mgT || 45megL |[PETD0
CP CN 20mgL || 25mgL || 30mgL || 33 mgL || 40mgT || 45mgL |[ET00

FIGURA 1 - Esquema do teste de toxicidade do dleo essencial de M. piperita em alevinos de O.

niloticus.

Seguindo a metodologia proposta por Hashimoto et al. (2016) e Chagas et al. (2015)
e Hashimoto et al. (2016), os niveis de amonia, nitrito, oxigénio dissolvido, temperatura e pH
da agua foram mensurados antes e apos o tratamento. Os dados foram obtidos utilizando o
aparelho multiparametro AKSOS88, e para analise dos niveis de amdnia e nitrito foi utilizado
método de APHA (2005).

Registrou-se a mortalidade e o comportamento dos individuos a cada 30 minutos nas
primeiras 24 horas e a cada 60 minutos nas 24 horas restantes (CHAGAS et al., 2015). Seguindo
a metodologia de Malheiros et al. (2016), os individuos eram considerados mortos quando o
movimento do opérculo e batimentos caudais estavam parados completamente e caso nao
houvesse resposta através de um estimulo mecanico (bastdo de vidro). Estes eram, entdo,
retirados do aquario para ndo comprometer a qualidade de agua. Foram considerados
comportamentos anormais: anoxia, natagdo erratica ou agitacdo, tombado, deitado no fundo e
parado no fundo do aquario, seguindo a metodologia de Chagas et al. (2015) adaptada para esta
pesquisa. Mudancgas na coloragdo do animal foram observadas em todos os tratamentos e
controles durante a exposicao ao 6leo. Apos o periodo de 48 horas os individuos sobreviventes

foram transferidos para outro aquario e seu comportamento foi observado.
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2.2 ANALISE HISTOLOGICA DAS BRANQUIAS

A analise histologica das branquias teve como finalidade, a observacao de possiveis
alteragdes causadas pelo uso do 6leo essencial em alevinos.

Realizou-se a analise histoldgica do segundo arco branquial do lado direito de 3 peixes
das 3 repeti¢des, das concentragdes de toxicidade aguda e dos respectivos controles (n=9). Os
arcos branquiais extraidos foram fixados em solu¢cdo de Davidson por 24 horas. Apos esse
periodo foram desidratados em uma série de solugdes etanolicas (70 %, 80 %, 90 % e 100 %),
diafanizadas em xilol e em seguida, processados em parafina (CAPUTO et al., 2010).

Os cortes histologicos foram obtidos com o auxilio de um micré6tomo semiautomatico,
obtendo-se amostras de 4um, que passaram por um banho com agua e gelatina aquecida e
depois um banho com alcool. Apos esse processo, seguiu-se o protocolo de rotina coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e finalizadas com uma gota de Balsamo do Canad4 sobre o tecido
para preservacao do corte (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Para as analises morfoldgicas, foi utilizado um microscopio Optico comum com
resolugdo de 400 vezes, seguindo metodologia adaptada de Malheiros et al. (2016). As imagens
foram capturadas usando um microscopio modelo LEICA DM 1000 com uma camera modelo

LEICA DFC 295 acoplada e o software LAS v3.8.

2.3 ENSAIO INVIVO

Utilizou-se 27 juvenis de O. niloticus naturalmente parasitados, com peso médio de
29,46 g = 3,93 e comprimento médio de 9,43cm +0,45, os quais passaram pelo periodo de
aclimatacdo de 7 dias em tanques de fibra de polietileno com capacidade para 1000 litros. Os
juvenis foram alimentados diariamente as 16h30min até a saciedade aparente (LIM e
WEBSTER, 2006). Optou-se por alimentar os juvenis somente uma vez ao dia, para que a
quantidade de infestacdo de parasitos se mantivesse. Apos a refeicdo, aguardava-se um tempo
de 30 minutos, em seguida as fezes eram removidas e 30 % da agua renovada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os juvenis foram
distribuidos aleatoriamente em aquarios transparentes com 20 litros de 4gua, aeragdo constante,
sendo que cada aquério (tratamento e controle) recebeu 3 espécimes. A agua utilizada nos
aquarios era proveniente de abastecimento publico, e a presenca de cloro foi testada. Tal como
proposto por Hashimoto et al. (2016), alguns parametros fisicos € quimicos da agua foram

obtidos antes e apos os banhos, sdo eles: oxigénio dissolvido, pH, temperatura, concentragdes
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de amonia e nitrito. Os dados de oxigénio dissolvido e temperatura foram obtidos do aparelho
(Lutrom DO-5519) e para o pH (Hanna HI 9126). Para analise dos niveis de amdnia e nitrito
foi utilizado método de APHA (2005).

Nesta etapa, o experimento foi realizado com 1 tratamento e 3 repeti¢des, além do
controle positivo (peixes expostos somente a agua) e controle negativo (peixes mantidos em
agua com a adi¢ao de 35 mg/L de alcool etilico absoluto - P.A. 99,8 %). No tratamento, os
peixes foram submetidos a banhos curtos de 60 minutos, conforme sugerido por Malheiros et
al. (2016) adaptado para esta pesquisa, com 0leo essencial de Mentha piperita na concentracao
de 35mg/L. A concentracao foi determinada pelo resultado do teste de toxicidade.

Durante os banhos, os peixes permaneceram em jejum, sendo observados a cada 15
minutos e registrando-se a ocorréncia dos seguintes comportamentos: natagdo erratica, tombado
e deitados no fundo do aquario (CHAGAS et al.,2015, HASHIMOTO et al., 2016 e
MALHEIROS et al., 2016).

Apbs o banho terapéutico, os peixes foram sacrificados pelo método de comogdo
cerebral. Esse método foi utilizado para que nao houvesse influéncia do anestésico sobre os
parasitas (EIRAS, TAKEMOTO e PAVANELLI, 2006). Estes foram entao medidos e pesados,
e os arcos branquiais do lado direito e esquerdo foram individualizados e examinados com o
objetivo de registrar o nimero de parasitas mortos, conforme metodologia adaptada de Fajer-
Avila et al. (2003), Paixdo et al. (2013) e Chagas et al. (2015).

Apods a analise, as branquias foram fixadas em formol 5% para preservacdo dos

ectoparasitas (EIRAS, TAKEMOTO e PAVANELLLI, 2006).

2.4 ANALISE DOS DADOS

Adotou-se como ferramentas para andlises dos dados de parametros fisicos e quimicos
da 4gua, o Software IBM ® SPSS ® Statistics (versdo 22.0) e o software SAS System Versdo 9.0
®.

Os dados obtidos dos parametros fisicos e quimicos da d4gua foram submetidos ao teste
de Shapiro-Wilk para testar os pressupostos de normalidade e ao teste de Bartellet para testar
os pressupostos de homocedasticidade. Também, utilizou-se a ANOVA e o Teste de Tukey

com significancia de 5 % tendo como referéncia Zar (2010).
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A CL50 foi determinada através do programa Trimmed Spearman-Karber v.1.00
(HAMILTON et al., 1997) com intervalo de confianca de 95% (BERTOLETTI e ZAGATTO,
20006)

Adotou-se o programa Sigma Plot V.11 para gerar o grafico de despigmentacdo.
Utilizou-se graficos de barras para visualizacdo de dados dos comportamentos dos peixes do

teste de toxicidade e do ensaio in vivo utilizando o Microsoft Excel®.

3 RESULTADOS

3.1 TESTE DE TOXICIDADE EM ALEVINOS

Pelo método de Trimmed Spearman—Karber, com intervalo de confianca de 95%, a
cl50-48h indicou a concentragdo de 35,43 mg/l, com limites de 34,32 mg/l e 36,58 mg/l.
Nos parametros fisicos e quimicos da agua (TABELA 1) os tratamentos e controles
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos niveis de temperatura, pH e amodnia. No
entanto, para o nitrito e oxigénio dissolvido os tratamentos e controles ndo demonstram

diferenca significativa.
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Nao foram observadas mudangas comportamentais dos individuos nos controles e na
concentragdo de 20 mg/L. Porém, o GRAFICO 1 mostra que nas demais concentracdes (25, 30,
35, 40, 45 e 50 mg/L) ocorreram alteracdes comportamentais, tais como: parado no fundo do
aquario em 25 mg/L; maior frequéncia de natagao erratica em 30 mg/L; boiando em 35 mg/L;
deitado no fundo do aquério em 40 e 45 mg/L e; tombado em 50 mg/L. Os peixes que
sobreviveram as 48 horas dos tratamentos ndo apresentaram mudangas tardias no

comportamento.

Numero de individuos observados
= P i s L Pas) ]
=] =] =] Lo ] = =] =]

=]

C+ C- T20 T25 T30 T35 T40 T45

T=0

Tratamentos mg/L

m Matacdo erratica mBoiando  m Parado fundo Tombado mDeitado  m Matacdo normal

GRAFICO 1- COMPORTAMENTO DOS ALEVINOS DE O. niloticus NO TESTE DE
TOXICIDADE.

Mudangas na coloragdo com diferentes tamanhos foram observadas em individuos de
todos os tratamentos, incluindo controles. Dos 270 individuos, 20 apresentaram
despigmentacdes. As despigmentacdes apresentaram-se como manchas em ambos os lados
(direito e esquerdo), perto do opérculo e na boca. Na concentragdo de 40mg/L, 40% dos
individuos apresentaram algum grau de despigmentagdo, seguido de 20% em 45mg/L e 6,65%

em 50mg/L (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2- DESPIGMENTACAO NOS ALEVINOS DE O. niloticus APOS A UTILIZACAO DE

Mentha piperita.

3.2 ANALISE HISTOLOGICA DAS BRANQUIAS

A ocorréncia de alteracdes histologicas estao apresentadas na TABELA 2 e nas Figuras
1, 2 e 3. Encontrou-se alteracdes de levantamento do epitélio lamelar e fusdo lamelar parcial

em todos os tratamentos e controles; enquanto a proliferacao generalizada do tecido epitelial e

fusao lamelar total ocorreram com maior frequéncia nos tratamentos de 35, 40, 45 e S0mg/L.

Parasitos protozoarios foram observados em todos os tratamentos, embora com menor
frequéncia no tratamento de 40mg/L. Identificou-se aneurismas no controle negativo e nos

tratamentos de 20, 30 e 50mg/L.

TABELA 2—- ALTERACOES NAS BRANQUIAS DE ALEVINOS DE O. niloticus. CP = Controle positivo; CN

= Controle negativo; T20= Tratamento de 20 mg/L; T25= Tratamento de 25 mg/L; T30= Tratamento de 30 mg/L;

T35= Tratamento de 35 mg/L; T40= Tratamento de 40 mg/L; T50= Tratamento de 50 mg/L. P= Presente; A=

Ausente.
Tratamentos

Alteracoes Branquiais CP CN T20 T25 T30 T35 T40 T45 TS50
Fusao lamelar P P P P P P P P P
Proliferacao
generalizada epitelial A P A P A P P P P
Aneurisma A P P A P A A A P
Levantamento do
epitélio P P P P P P P P P
Parasitos P P P P P P P P P
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FIGURA 2- A-B (Controle Positivo); C-D(Controle Negativo); E-F(Tratamento de 20 mg/L ); G-H (Tratamento
de 25 mg/L ). Setas pretas = Fusdo lamelar parcial. Cabega seta preta =parasito. Circulo preto = proliferagdo
generalizada do tecido epitelial. Seta branca =levantamento do epitélio. Hexagono preto =branquia normal.
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FIGURA 3- I-J (Tratamento de 30 mg/L); K-N (Tratamento de 35 mg/L ); O-P (Tratamento de 40 mg/L ). Setas
pretas = Fusdo lamelar parcial. Cabega seta preta = parasito. Circulo preto = proliferacdo generalizada do tecido
epitelial. Seta branca = levantamento do epitélio. Colchete duplo = Aneurisma.
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FIGURA 4- Q (Tratamento de 40 mg/L) ; R-S (Tratamento de 45 mg/L ); T-U (Tratamento de 50 mg/L). Cabega
seta preta = parasito. Circulo preto = proliferacdo generalizada do tecido epitelial. Arco = Fusdo lamelar total.

3.3 ENSAIO IN VIVO

Ap0s o banho terapéutico de uma hora, nao foi verificado eficacia do 6leo essencial
de Mentha piperita contra os monogenéticos na concentra¢do de 35mg/L, uma vez que nao
foram encontrados parasitos mortos.

Verificou-se diferenga significativa (p<0,05) entre os parametros fisico-quimicos da
agua do tratamento e os controles antes dos banhos (TABELA 3) em relagdo a temperatura e

oxigénio dissolvido, porém para o pH, a amonia e o nitrito ndo houve diferenga.
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TABELA 3 — PARAMETROS FiSICOS-QUIMICOS DA AGUA ANTES DO BANHO.

Tratamentos
Parametros Fisicos-Quimicos da dgua
C+ C- T35

Temperatura (°C) 27,63+0,202 27,66+0,30% 27,03+0,11°
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5,1+0,1° 6,6+0,172 6,8+0,22

Ph 7,8+0,09 8,0+0,14 8,1+0,03
Amonia (mg/L) 0,0022+0,0020 0,009+0,002 0,030,004
Nitrito(mg/L) 0,005+0,004 0,0007+0,0004 0,03+0,049

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa <0,05.

A TABELA 4 exibe os parametros fisicos € quimicos da agua apds os banhos. Nota-
se que ha diferenca significativa (p<0,05) nos niveis de temperatura e amonia, todavia, para

oxigénio dissolvido, pH e nitrito ndo ha diferenca entre os controles e o tratamento.

TABELA 4 - PARAMETROS FiSICOS-QUIMICOS DA AGUA DEPOIS DO BANHO.

Tratamentos
Parametros Fisicos-Quimicos da agua
C+ C- T35
Temperatura (°C) 27,53+0,20% 27,76+0,30* 27,16+0,15°
Oxigénio dissolvido(mg/L) 6+0,26 6,5+0,1 6,3+0,20
Ph 7,8+0,10 8,01+0,11 8,16+0,21
Amonia (mg/L) 0,1+0,002° 0,025+0,0042 0,019+0,0015?
Nitrito(mg/L) 0,005+0,008 0,001+0,0001 0,0011-+0,0008

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa<0,05.

As alteracdes de comportamentos mais frequentes dos juvenis durante o banho de 60
minutos sob concentracdo de 35mg/L. foram: deitado no fundo, natagdo erratica, parado no
fundo e tombado (GRAFICO 3). Apds o banho os peixes foram transferidos para recipientes

sem o Oleo essencial e normalizaram seu comportamento em até 20 minutos.
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GRAFICO 3—- COMPORTAMENTO DOS JUVENIS DURANTE 60 MINUTOS NOS CONTROLES
E NO TRATAMENTO COM OLEO ESSENCIAL. a = Deitado no fundo; b = Esfregar o corpo no aquario; ¢ =

Natacdo erratica; d = Natag@o na superficie; e = Parado no fundo; f= Tombado.

4 DISCUSSAO

Os niveis de temperatura, oxigénio dissolvido, amdnia, nitrito e pH, no teste de
toxicidade e ensaio in vivo estdo de acordo com os resultados de El Sayed (2006) e Lim e
Webster (2006) no que tange ao desenvolvimento da tilapia.

O resultado do teste de toxicidade com 6leo essencial de Mentha piperita em alevinos
de Oreochromis niloticus CL50-48h pelo método de Trimmed Spearman—Karber foi de 35,43
mg/L (34,32 mg/L-36,58 mg/L), similar ao encontrado por Malheiros et al. (2016). Ao
realizarem o teste em alevinos de pirarucu com a CL50-4h, os autores acima citados registraram
a concentracao de 38mg/L com intervalo entre 30mg/L e 40mg/L.

As observagoes do comportamento dos peixes durante o teste de toxicidade CL50-48h,
principalmente em altas concentracdes (30, 35, 40, 45 e 50mg/L) foram similares ao observado
por Malheiros et al. (2016) nas concentracdes de 40, 80, 100 e 160mg/L: natacdo erratica,
movimento do opérculo acelerado, agitagao e letargia, abdomen voltado para cima. Entretanto,
na concentragdo de 20mg/L os autores observaram um efeito anestésico (paralisia) e, no
presente estudo, em concentracdes de 20 e 25mg/L os alevinos de O. niloticus apresentaram
comportamento de natacdo normal. Ademais, acrescenta-se que o uso do etanol para diluir o
0leo essencial no controle negativo, ndo ocasionou comportamento anormal no teste de
toxicidade, sendo similar ao encontrado por Meneses et al. (2018), que ndo observou mudangas
no controle negativo em juvenis de O. niloticus.

A literatura carece de resultados acerca de despigmentag¢do nos alevinos expostos a
6leos essenciais de M. piperita. Contudo, Ayotunde et al. (2010) avaliaram a toxicidade do
extrato aquoso de sementes de Carica papaya (Familia Caricaceae) em alevinos de Clarias
gariepinus (Familia Clariidae) e relataram descoloracdo nas maiores concentracdes, destacando
que em estudos com experimentos toxicologicos o tempo de exposicdo ao fitoterapico tem
influéncia direta na resposta biologica.

As alteracdes histoldgicas encontradas nos controles e nos tratamentos em alevinos de

O. niloticus ap0s o teste de toxicidade sdo similares aquelas encontradas por Malheiros et al.
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(2016) em alevinos de pirarucu quando utilizando o o6leo essencial de M. piperita nas
concentragdes de 80, 100, 130 e 160mg/L: fusdo lamelar secundaria, elevagdo epitelial e
aneurisma. Neste trabalho, observou-se mudangas histoldgicas nas branquias no teste de
toxicidade com a concentragdo de S0mg/L. Contudo, ¢ relevante considerar o exposto por Costa
et al. (2016) ao concluir que, apesar de haver alteragdes histologicas como: hiperplasia e
hipertrofia que resultaram em fusdo secundaria lamelar moderada, foram os parasitos e ndo a
Oleoresina a 50 mg/L que causou danificagdes nas branquias de pacu (Piaractus
mesopotamicus).

Nesse sentido, Cantanhéde et al. (2014), em seu trabalho com uso de biomarcador
histopatologico em branquias de Centropomus undecimalis, observaram elevacao do epitélio
lamelar, proliferacdo excessiva de células dos epitélios filamentar e lamelar causando fusdo
total ou parcial das lamelas, alterag¢@o da estrutura das lamelas, hiperplasia das células mucosas,
ruptura do epitélio lamelar, espessamento descontrolado do tecido proliferativo filamentar e
lamelar, aneurismas de varios tamanhos e em alguns exemplares a presenca de parasito. Os
autores comentam que essas alteragdes podem estar relacionados com mecanismos de defesa
contra agentes estressores presentes na agua. Sendo assim, as alteracdes encontradas nos
tratamento e controles neste estudo, podem ser decorrentes da presenca de parasitos
protozoarios, o que corrobora com Soares et al. (2016) observaram alteragdes histologicas
sendo no controle positivo (hiperplasia lamelar, monogenoides), controle negativo (aneurisma
lamelar e monogenoides) em 40 mg/L (monogenoides e ruptura epitelial com hemorragia
disseminada em branquias) e 20 mg/L (ruptura epitelial com sangramento generalizado,
aneurisma e hiperplasia lamelar) do ensaio in vivo com 6leo essencial de Lippia origanoides
(Familia Verbenaceae) em tambaquis (Colossoma macropomum). Os autores comentam que
essas alteragoes histologicas encontradas em todos os tratamentos e controles apos a exposicao
ao Oleo essencial ¢ devido a presenga de parasitos. Com relagao ao tempo de vida dos parasitos
monogeéneas no teste in vitro utilizando o 6leo essencial de M. piperita, consta no trabalho de
Hashimoto et al. (2016), que testou a sua eficacia sobre as espécies C. thurstonae, C. halli, C.
tilapiae e S. longicornis, que na concentracdo de 320mg/L houve morte dos parasitas em 1
minuto e 58 segundos, e na concentragao de 160mg/L em 8 minutos e 11 segundos. Malheiros
et al. (2016) utilizaram o 6leo essencial de M. piperita em alevinos de pirarucu, contra as
espécies Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema cycloancistrioides € observaram a morte
de 100% dos parasitos na concentracao de 80mg/L apds 5 horas de exposicao e em 160mg/L e
320mg/L ap6s 30 minutos. Segundo Costa et al. (2016), o 6leo essencial de M. piperita em

juvenis de pacu infectados pelas espécies de monogenea Anacanthorus penilabiatus e
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Mymarothecium viatorum, em concentracdo de 400mg/L, resultou em 100% de mortalidade
dos parasitos ap6s 1 hora e 20 minutos de exposi¢cao e na concentragdo de 1600mg/L em 15
minutos.

Apesar, dos resultados bastante satisfatorios contra parasitos monogenéticos nos
experimentos in vitro com 6leo essencial de M. piperita, os autores acima citados comentam
que as espécies de peixes usadas nos respectivos trabalhos, ndo conseguem sobreviver nessas
altas concentracoes.

Contudo, como exposto por Soares et al. (2016), a eficacia in vitro pode ndo ser
verificada nos ensaios in vivo. Os autores avaliaram que o 6leo essencial de Lippia origanoides
em alevinos de Colossoma macropomum no ensaio in vivo, € em concentracoes de 20mg/L e
40mg/L, nao foram efetivas contra os parasitos. Dessa forma, apesar de reconhecerem a eficacia
do oleo essencial de L. origanoides nos testes in vitro, sugeriram que deve-se estudar qual o
composto que obteve a eficacia contra os parasitos e extrai-lo para ser usado em ensaio in vivo.

Neste estudo, ap6s 60 minutos de banho em juvenis de O. niloticus no teste in vivo,
nao foi verificada eficacia do 6leo essencial de M. piperita na concentracao de 35 mg/L. A
literatura relata que no teste in vitro a eficacia de M. piperita ¢ de 100 % em concentracdes
como 160mg/L, porém o resultado obtido com o teste de toxicidade indica que os juvenis de O.
niloticus nao suportam tal concentragao.

Hashimoto et al. (2016), também utilizando o dleo essencial de M. piperita em banhos
com mesmo tempo de exposi¢do € em juvenis da mesma espécie, obtiveram mortalidade de
41,63% dos parasitos em uma concentragdo de 40mg/L. No entanto, apds os banhos
terapéuticos com M. piperita, os autores submeteram os peixes a anestesia com eugenol (6leo
de cravo) em uma concentracdo de 75mg/L. Nesse contexto, Boijink et al. (2015) avaliaram a
atividade anti-helmintica do eugenol em juvenis de tambaquis contra monogénea e observaram
que banhos teraupéuticos de 60 minutos com concentracdo de 10mg/L resultaram em uma
eficacia imediata de 90 %. Portanto, ¢ possivel que o eugenol tenha causado a mortalidade dos
parasitos observada por Hashimoto et al. (2016), e ndo o 6leo essencial de M. piperita.

O estudo realizado por Malheiros et al. (2016) avaliando o 6leo essencial de M.
piperita em alevinos de pirarucu contra monogénea obteve eficacia de 15,6% em uma
concentragdo de 40mg/L com banho de 30 minutos. O trabalho desses autores difere do presente
estudo, que nao obteve eficacia na concentracao de 35mg/L com banho de 60 minutos. Contudo,
os autores ndo analisaram a eficacia logo ap6s o banho com 6leo essencial, mas retiraram as

branquias fixando em formalina 5% realizando posteriormente a contagem.
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Embora, Sutili et al. (2016) também tenham utilizado um numero reduzido de peixes
parasitados para realizar a profilaxia, diferem do presente estudo ao obterem resultados
positivos utilizando o 6leo essencial de Ocimum americanum em Rhamdia quelen contra
Aeromonas hidrophyla e Gyrodactylus sp., em uma hora de banho, com concentragdes de 10 e
50 mg/L em testes in vitro € in vivo.

Corroborando com os resultados do presente estudo, Soares et al. (2016) ao testar o
6leo de Lippia alba, observaram mudangas de comportamento nos grupos controles do teste in
vivo, ndo havendo mortalidade antes e apos os banhos. Entretanto, neste estudo ndo houve
eficacia no controle negativo, diferindo do encontrado por Soares et al. (2016) onde o
tratamento utilizando agua + alcool teve uma eficacia de 29,1 %. Contudo, cabe ressaltar que
acdo e eficacia do fitoterdpico podem estar relacionadas com a espécie de planta testada, o
parasito, o peixe, o tempo de exposicdo e a técnica aplicada. De acordo com este estudo, o 6leo
essencial de M. piperita mostrou-se toxico para os alevinos de O. niloticus nas concentragdes
acima de 35mg/L, dentro das condi¢des avaliadas, causando alteragdes histologicas, mudangas
na coloracao do animal e morte. No ensaio in vivo, em virtude de todos os parasitos estarem
vivos, descarta-se a eficacia do oleo essencial de Mentha piperita contra monogénea apds

banhos de 60 minutos.
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ANEXO A — Aprovacdo do conselho de ética

Ministério da Educagdo

Universidade Federal do Parand

Setor Palotina

Comissdo de Ftica no Uso de Animais

Certificado

Certificamos que o Protocolo n°® 38/2017 referente ao Uso de dleos essenciais de Mentha piperita e
Terminalia catappa no combate a parasitas monogenéticos em alevinos de Oreochromis niloticus,
sob responsabilidade da Andreia Issac, estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagiio
Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
APROVADO pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina da UFPR (CEUA/Palotina) em
21/11/2017.

O responsével pelo envio do formuldrio deve estar ciente de que deve:

» informar qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o cursoe normal do
estudo;

¢ informar sobre a necessidade de modificacdes ou emendas ao protocolo que foi descrito e aprovado,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Palotina, 21 de novembro de 2017.

Prof. Geraldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator
CEUA/Palotina - UFPR

Certificate

Certify that the Protocol n. 38/2017 regarding the research project Use of essential oils of Mentha
piperita and Terminalia catappa in the control of monogenetic parasites in fingerlings of
Oreochromis niloticus of Andreia Isaac, is according fo the Ethical Principles of Animal Experimentation
adopted by the National Council for Animal Experiments Control (CONCEA) and was APPROVED by the
Ethics Committee on Animal Use of the UFPR — Setor Palotina (CEUA / Palotina) in nov 21, 2017.

Palotina, November 21, 2017.

Prof. Geraldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator
CEUA/Palctina - UFPR
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ANEXO B - Informagdes sobre o 0leo essencial de M. piperita

MENTA / HORTELA
MENTHA PEPPERMINT OLEC VEGETAL

?Namg%!éwa';ﬁoﬁ_elﬁ Pimenta, Horlefa Brasil, Menta Piperita ' Parte Utilizada: f{pl?zg: “‘

i Nome Cientifico: Mentha Peppermint | Procedéncia: Brasit
CERTIFICADO DE ANALISE
tem ANALISE [ Resultado |
Aparéncia T Liquido de média viscosidade | Conforme
Cor o Amarelado a esverdeado Conforme
“Oodor Caracteristico Conforme
Densidade @ 20°C 0,900 + 0,050 0920
! Indice Refragio @ 20°C N/A |
Cindice Acidez {ac. Oléice) 00
“indice lodo (cgllg) | 28
o e g... ” e "
indice Saponificagio mgKOHlg | o 190 i
“Solubilidade: Soltivel em bases oieosas ;
_Fabricagio: 20.02.2017
Validade: ) 24 meses T
Lote: e (0596022017 - ; _—
Quantidade: ) 5000 L i
Invoice: | 06 ;
T S o

' Conservar longe de umidade, ao abrigo de luz e calor, em lugar seco e arejado. De
| preferéncia na embalagem original. ;

0BS: O produtc acima especificadc apresenta suas caracleristicas e propriedades conforme
especificacfes téenicas £ padrio de gualldade previamente estipulado. Certificado relativo ao produto
apds sua fabricacio, devidamente identificado e facrado, e nio exime de responsabilidade do usudrio
em realizar sua propaa andlise a fim de venficar se as caracteristicas do produto atendem a aplicagao
pretendida. Os dados contidos nesia especificagdc sfo provenientes do fabricante. nioc nos
responsabifizamos por perdas e danos decorrentes destes.  Proibido ¢ manuseio por pessoas nao
nabilitadas. Armazenar em local seco e fresco. Manter embalagem fechada

(%] Nunca c insumos veg sem orfenlagio e ac mento de profi

qualificado. {*} Produtoc para uso excl trial 2 ¢ 0.

{copia do original - dispensa assinatira)
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