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RESUMO

A presente tese explorou as potenciais atividades bioldgicas da M.
piperita e do butirato de sddio sobre a espécie de peixe Rhamdia quelen,
com o objetivo de desenvolver tecnologias para induzir um rapido
crescimento das larvas desta espécie, como também, produzir peixes
mais resistentes ao parasito Ichthyophthirius multifiliis, através do
fornecimento de dietas enriquecidas com esses aditivos alimentares.
Também foi avaliada a toxicidade e o efeito anestésico do 6leo essencial
de horteld-pimenta sobre juvenis de R. quelen. Num primeiro estudo, foi
determinada a concentracdo letal de M. piperita em 4 h de exposicéo
(CLso-4 1), testando seis concentracgdes (0, 20, 50, 80, 110 e 140 mg L™?).
Apos o periodo de exposi¢do foram analisadas as branquias dos peixes
submetidos a cada concentracdo. O potencial anestésico foi avaliado em
quatro concentracdes (50, 80, 110 e 140 mg L*). O periodo de
exposicdo de quatro horas provocou lesGes branquiais como: congestao
do seio venoso da lamela primaria e na base da lamela secundaria;
hiperplasia interlamelar e com fusdo das lamelas; descolamento do
epitélio; dilatacdo do seio venoso; edema justalamelar e aneurisma. O
6leo de M. piperita demonstrou ser um eficiente anestésico para juvenis
de R. quelen na concentragdo de 80 mg L, com reduzido tempo de
anestesia (<4 min) e de recuperacdo (<10 min), sem mortalidade. Essa
concentracdo é segura apenas para curtos periodos, pois a partir de 4 h
de exposicao, torna o produto toxico a espécie e ultrapassa a CLsg-an (75
mg L%). O segundo estudo avaliou os efeitos potenciais da
suplementacdo dietética do 6leo essencial (OE) de M. piperita e do
butirato de sodio (BS), sendo cinco dietas utilizadas: 0% (controle) dieta
isenta da inclusdo de aditivo; OE1% e OE2%, inclusdo de 1% ou 2% de
oleo essencial de M. piperita por quilo de racdo, respectivamente;
BS0,25% e BS0,50%, inclusdo de 0,25% ou 0,50% de butirato de sédio
por quilo de racgdo, respectivamente. Essa dieta foi fornecida para a
alimentacdo de larvas de R. quelen durante 30 dias. Apos este periodo
foi avaliado o desenvolvimento zootécnico, a mucosa intestinal, a
resisténcia ao estresse e a infestagdo contra o parasito Ichthyophthirius
multifiliis. As diferentes dietas testadas ndo afetaram a resisténcia dos
peixes ao estresse pela exposi¢do ao ar e a agua salinizada. Da mesma
forma, a suplementacdo dietética ndo foi capaz de inibir a infestagdo por
I. multifiliis no tegumento dos peixes. Os peixes suplementados com
0,50% de butirato de sodio (BS0,50%) em suas dietas apresentaram
melhor desempenho em todos os parametros zootécnicos analisados
(p<0,05). Quando comparado a dieta controle, a suplementacdo de



BS0,50% aumentou tanto a largura dos vilos quanto a quantidade de
células caliciformes presentes na mucosa intestinal, ambas em
aproximadamente 50%. Essas descobertas podem ter importantes
implicacBes na producdo de larvas de R. quelen e devem ser levadas
adiante com novos estudos.

Palavras-chave: Aquicultura, 4&cidos orgéanicos, extrato vegetal,
concentracdo letal, histologia.



ABSTRACT

Due to the already known use of peppermint Mentha piperita essential
oil as medicament and organic acids, such as sodium butyrate, which
provide better performance, as well as its numerous beneficial effects on
the digestive and immune system in fish, the present thesis explored the
potential biological activities of M. piperita and sodium butyrate on the
species of fish Rhamdia quelen, with the aim of developing technologies
to induce a rapid growth of larvae of this species, as well as to produce
fish more resistant to the parasite Ichthyophthirius multifiliis, by
providing diets enriched with such food additives. The toxicity and
anesthetic effect of peppermint essential oil on R. quelen juveniles were
also evaluated. In a first study, the lethal concentration of M. piperita in
4 h of exposure (LCso-4 1) was determined by testing six concentrations
(0, 20, 50, 80, 110 and 140 mg L). After the exposure period, the gills
of the fish submitted to each concentration were analyzed. The
anesthetic potential was evaluated in four concentrations (50, 80, 110
and 140 mg L). The exposure period of four hours resulted in branchial
lesions such as: congestion of the primary lamella venous sinus and at
the base of the secondary lamella; interlamellar and lamellar
hyperplasia; epithelial detachment; dilation of the venous sinus; edema
and aneurysm. M. piperita oil proved to be an efficient anesthetic for
juveniles of R. quelen at 80 mg L%, with a short time of anesthesia (<4
min) and recovery (<10 min), without mortality. This concentration is
safe only for short periods, since after 4 h exposure the product turns
toxic to the species and exceeds the LCso - 4n (75 mg L1). The second
study evaluated the potential effects of dietary supplementation of
essential oil (EO) of M. piperita and sodium butyrate (BS), with five
diets used: 0% (control) diet free of additive inclusion; OE1% and
OE2%, inclusion of 1% or 2% of essential oil of M. piperita per
kilogram of feed, respectively; BS0.25% and BS0.50%, inclusion of
0.25% or 0.50% sodium butyrate per kilogram of feed, respectively.
This diet was fed to R. quelen larvae for 30 days. After this period,
zootechnical development, intestinal mucosa, resistance to stress and
infestation against the parasite Ichthyophthirius multifiliis were
evaluated. The different diets tested did not affect fish resistance to
stress due to exposure to air and saline water. Likewise, dietary
supplementation was not able to inhibit I. multifiliis infestation in fish
integument. Fish supplemented with 0.50% sodium butyrate (BS0.50%)
in their diets presented better performance in all zootechnical parameters
analyzed (p <0.05). When compared to the control diet, supplementation



of BS0.50% increased both the villi width and the amount of goblet cells
present in the intestinal mucosa, both by approximately 50%. These
findings may have important implications for the production of R.
guelen larvae and should be carried forward with further studies.

Keywords: Aquaculture, organic acids, plant extract, lethal
concentration, histology.
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1 INTRODUCAO

Dentre as espécies de peixes que apresentam um grande potencial
para a aquicultura nacional, encontram-se as do género Rhamdia.
Destas, podemos destacar o Rhamdia quelen (figura 1), regionalmente
conhecido como jundia. E um peixe de 4gua doce que apresenta ampla
distribuicdo na América do Sul (PERDICES et al., 2002), esta dentre as
espécies registradas ao longo da Bacia do Rio Uruguai (ZANIBONI-
FILHO e SCHULZ, 2003).

Seu potencial para a aquicultura é devido ao seu grande porte,
podendo atingir meio metro de comprimento padrdo (ZANIBONI-
FILHO et al., 2004), apresentar comportamento ddcil em cativeiro e
aparentemente um baixo nivel de estresse aos principais manejos de
cultivo (ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003).

Figura 1: Exemplar do Jundia (R. quelen).

T T L0 L L
4 5 6 7 8 o Vo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE AQUICULTURA

Fonte: LAPAD

Outras caracteristicas deste peixe vém despertando grande
interesse na regido, entre elas: o alto valor comercial, é6tima qualidade da
carne, considerado produto nobre por apresentar carne saborosa com
baixo teor de gordura e auséncia de espinhos intramusculares
(MARCHIORO e BALDISSEROTTO, 1999; BARCELLOS et al.,
2001), o que faz da carne do jundida um produto com grandes
possibilidades de exportacdo. Além disso, exemplares selvagens
apresentam 6tima adaptacdo ao cativeiro, com a utilizacdo de dietas
artificiais e com crescimento satisfatério mesmo em temperaturas baixas
(CARNEIRO et al., 2002; FRACALOSSI et al., 2004).

Apesar deste potencial, muitos produtores brasileiros tém optado
pela criagdo de outras espécies, tornando sua produgdo no Brasil no ano
de 2016 ainda menor que 0,6% da produgdo nacional (IBGE, 2017).
Mesmo com a existéncia de uma ampla gama de estudos visando o
desenvolvimento tecnoldgico do cultivo de jundia, pode-se apontar
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como o principal motivo para esta pequena producdo, atraves da
aquicultura, a falta de tecnologias produtivas especificas, com destaque
para o canibalismo na fase de larvicultura, a maturagdo precoce e 0
crescimento heterogéneo durante a fase de engorda (FRACALOSSI et
al., 2002).

Provavelmente a falta de dados concretos sobre o manejo
produtivo € o motivo central do desinteresse de muitos produtores,
tornando necessarios programas efetivos de desenvolvimento de pacotes
tecnologicos voltados para esta espécie. Uma forma de melhorar o
desempenho zootécnico pode ser a partir da suplementacéo de sua dieta
com &cidos organicos ou 6leos essenciais, ja que alguns estudos tém
demonstrado que tanto os acidos organicos (HOSSAIN et al., 2007;
DEFOIRDT et al., 2009), como os 6leos essenciais (GABRIEL et al.,
2015; ADEL et al.; 2015; ANDRADE et al., 2016) sdo alternativas
preventivas na manutencdo da salde de peixes cultivados, por atuar no
trato intestinal inibindo o crescimento de bactérias patogénicas,
principalmente as Gram-negativas, auxiliando na digestibilidade e
absorcdo de nutrientes, além de exercerem efeitos sobre o desempenho
zootécnico dos animais.

1.1 OLEO ESSENCIAL DE Mentha piperita

Dos alimentos a base de plantas utilizados como medicamentos,
nenhum recebeu mais atencdo do que as espécies de menta, que s&o
exploradas pelo homem ha mais de dois mil anos (DUBICK, 1986).
Entre outras plantas, as da espécie Mentha sp. h4 tempos confirmaram
ter efeitos antimicrobianos (MAHBOUBI e HAGHI, 2008),
antioxidantes (MIMICA-DUKIC et al., 2003), de redu¢do do colesterol
(HARDARI et al., 2010), além de efeitos significativos sobre o sangue e
0s parametros de imunidade (NOBAKHT e MEHMANNAVAZ, 2010),
antifingicos (HADIAN et al., 2008), anti-Glcera, atividade anti-
inflamatdéria (BLUMENTHAL, 1998), de reducdo dos triglicerideos
(AKDOGAN et al., 2007), atividade anti-mutagénica (YU et al., 2004),
estimulantes, carminativas e antiespasmaodicas, além de propriedades
antidoto para venenos (BHATTACHARIJEE, 1998).

Dentre as espécies de Mentha sp. podemos destacar a Mentha
piperita (também conhecida como Peppermint), que é uma erva perene
pertencente a familia Lamiaceae. E uma planta hibrida resultante do
cruzamento entre Spearmint (Mentha spicata) e Watermint (Mentha
aquatica) (ISCAN et al., 2002) (figura 2), sendo um dos medicamentos
mais antigos do mundo, muito usada tanto pela cultura oriental quanto
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ocidental (KEIFER et al., 2007). Seu 6leo essencial, também, é utilizado
na medicina tradicional. Entre os seus usos, sua aplicagdo topica pode
reduzir artrite, reumatismo e dores nas articulagbes devido aos seus
efeitos analgésicos. Além disso, os vapores quando inalados sdao muito
Uteis em alguns distarbios respiratorios como, por exemplo, alguns
casos de congestionamentos nasais, sinusites, laringites e bronquites
(RAKOVER et al., 2008). Os usos tradicionais e suas propriedades
antioxidantes, antitumorais, antialergénicas, antivirais, como também,
suas atividades fungicidas, inseticidas e antibacterianas foram estudadas
(MCKAY e BLUMBERG, 2006; YADEGARINIA et al., 2006; TUNG
et al., 2008).

Figura 2: llustragdo do cruzamento entre as espécies Mentha spicata e Mentha
aquatica para producgdo da Mentha piperita.
- A

Spearmint Watermint Peppermint
(Mentha spicata) (Mentha aquatica) (Mentha piperita)

Fonte: norfolkherbs; pfaf.org; pt.wikipedia.org (respectivamente)

Relacionando a utilizagdo deste 6leo essencial com a aquicultura,
alguns autores encontraram resultados bastante promissores. ADEL et
al. (2015) observaram que a adicdo do OE de M. piperita a dieta,
promoveu um maior crescimento e melhor conversdo alimentar, além de
melhorar os principais pardmetros hematolégicos e imunoldgicos para a
espécie Rutilus frisii kutum e inibir o crescimento das bactérias
Streptococcuiniae,  Yersiniaruckeri, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli. Quando fornecido ao Lates calcarifer também houve
melhoras no seu desempenho zootécnico, além de ser observado um
aumento significativo dos eritrocitos, leucdcitos, hematdcrito e da
hemoglobina. Aumentou a atividade fagocitica e bactericida,
melhorando sua imunidade contra a infecgdo por Vibrio harveyi, além
de reduzir os lipidios, triglicerideos e niveis de colesterol (TALPUR,
2014). Outros autores observaram atividade anti-helmintica do OE de
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M. piperita contra Dawestrema spp. (MALHEIROS et al., 2016), com
diminuicdo em até 70% da prevaléncia em tilapia do Nilo parasitada por
monogeneos  Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus thurstonae,
Cichlidogyrus halli e Scutogyrus longicornis (HASHIMOTO et al.,
2016) e efeito citotdxico contra I. multifiliis (VALLADAO et al., 2016).

Apesar destes resultados, para combater as principais patologias
em espécies aquaticas, em geral, sdo utilizados os antibi6ticos
(SUBASINGHE, 2009). No entanto, o uso continuo dessas drogas pode
resultar em efeitos adversos, tais como: resisténcia a droga,
imunossupressdo, contaminagdo ambiental e riscos para a salude humana
(DEFOIRDT et al., 2011), além de seus residuos serem importantes
ameacas a saude publica (DEFOIRDT et al., 2007). A Organizacéo
Mundial da Satde (OMS) identificou a resisténcia ao antibiético como
um grande e crescente problema para a salde publica em uma escala
global, tanto na medicina humana quanto veterinaria, tornando seu uso
restrito.

Esse fato estimula a procura de novos medicamentos e produtos a
base de plantas que mostrem uma promissora estratégia de tratamento e
resisténcia aos patdgenos de peixes, incluindo parasitas (REVERTER et
al., 2014; BOWJINK et al., 2015; BULFON et al., 2015; HASHIMOTO
et al., 2016), ja que, estudos demonstraram que as plantas, além dos
beneficios citados anteriormente, tém propriedades parasiticidas em
peixes (CLAUDIANO et al., 2009; HASHIMOTO et al., 2016;
SOARES et al., 2016).

1.1.1 Toxicidade do Mentha piperita

A avaliacdo da toxicidade é realizada com o objetivo de
determinar o potencial de novas substéncias e produtos causar danos a
salde. Através dos testes de toxicidade é possivel determinar o tempo de
exposicdo e 0s niveis em que o0 agente toxico é potencialmente
prejudicial. Esses testes sdo utilizados para classificar e rotular
substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade
(VALADARES, 2006). Independente da toxicidade do agente presente
na agua, o contato com o peixe pode nao produzir um efeito negativo
guando a concentragdo é muito baixa ou o tempo de contato é
insuficiente. A concentracdo e o tempo de exposi¢do estdo diretamente
relacionados ao efeito téxico, uma vez que altas concentragGes poderdo
ter efeitos letais em tempos curtos de exposi¢do, enquanto que baixas
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concentracdes podem produzir efeitos crénicos sub-letais, ou até mesmo
letais, durante longos periodos de exposicdo (CESAR et al., 1997).

Uma forma de avaliar o efeito toxico de um produto consiste em
utilizar como estimativa de mortalidade o valor de CLso, que é a
concentracdo letal responsavel pela morte de 50% dos peixes
(CONAMA, 2011). O teste de CLsg foi inicialmente introduzido em
1927 por Trevan para avaliar substancias que seriam utilizadas por seres
humanos. Entretanto, na década de 1970, este teste comecou a ser
empregado amplamente como base de comparacdo e classificacdo da
toxicidade de substancias. Tornou-se gradativamente um teste pré-
requisito para varias agéncias reguladoras, como a americana Food and
Drugs Administration (FDA), responsavel pela a aprovacdo de novos
farmacos, aditivos alimentares, ingredientes cosméticos, produtos
domesticos, quimicos industriais e pesticidas nos Estados Unidos
(GUBBELS-VAN HAL et al., 2005). O valor da CLso-4h de M. piperita
em peixes foi estabelecida, apenas, para o pirarucu Arapaima gigas (38
mg L) (MALHEIROS et al., 2016).

A resposta ao estresse € um mecanismo integrado no qual tanto a
reacdo quanto as consequéncias sdo exercidas em todos 0s niveis
(genético, molecular, celular, fisiolégico e comportamental) em um
organismo. Dentre as varias ferramentas comumente utilizadas para
determinar o estado de salde e a condicdo fisica dos peixes, as
alteragdes histopatoldgicas tém sido bastante usadas para tal fim, uma
vez que expressam condi¢Bes induzidas por patdgenos, nutricdo
inadequada, qualidade da agua impropria ou inadequados cuidados de
criacdo (TORT et al., 2014).

As branquias estdo entre as estruturas mais delicadas do corpo
dos teledsteos. E um 6rgdo muito sensivel quando exposto a fatores
traumaticos (SARAIVA et al., 2015). Sua localizagdo externa ao corpo
as tornam, ainda mais sensiveis aos agentes estressores, estando sujeitas
a danos por qualquer material irritante dissolvido ou suspenso em agua.
Como é um Orgdo susceptivel a lesdes imediatas e os reflexos
traumaticos podem ser observados diretamente nelas (ROBERTS,
2012), a avaliagdo histopatoldgica da presenca de alteragBes na estrutura
branquial pode ser uma ferramenta valiosa para determinar o efeito de
potenciais produtos sobre o estado de salde dos peixes.

1.1.1.1. Efeito anestésico do Mentha piperita

A anestesia é uma condicdo biolégica com perda parcial ou
completa de sensibilidade, capacidade de resposta e perda de controle
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neuromotor induzido por meios quimicos ou ndao (SUMMERFELT et
al., 1990). Ha consideravel debate cientifico sobre se 0s peixes séo
capazes de sentir dor ou apenas exibem nocicepcdo (ROSE, 2002, 2003;
CHANDROO et al., 2004; SNEDDON, 2006). Independentemente de
0s peixes perceberem a dor da mesma maneira como os vertebrados
superiores, no que diz respeito a investigagdo pesqueira, diretrizes
recomendam que “os pesquisadores devem considerar que o0s
procedimentos que causam dor ou angustia em seres humanos podem
causar dor ou angustia em outros animais” (USPHS 1986; CCAC 2005),
“Contengéo estressante prolongada sem sedac¢do adequada ou anestesia
deve ser evitada” (UFR 2004), e “procedimentos com animais que
podem causar mais do que momentanea ou ligeira dor ou angustia deve
ser realizada com sedagdo apropriada, analgesia ou anestesia” (USPHS
1986).

De qualquer forma, os peixes sentem menos dor e se tornam mais
calmos durante a anestesia, assim, a anestesia € um meio Util para
manuseio, transporte e cirurgia de peixes (SUMMERFELT et al., 1990;
KEENE et al., 1998; HOSEINI et al., 2015; MAZANDARANI et al.,
2017). Neste sentido, 0 acesso a sedativos de peixe seguros e eficazes é
uma necessidade imediata. Um sedativo de peixe deve ser de facil
administragdo, seguro de usar e eficaz em doses baixas; proporcionar
sedacdo rapida e previsivel; oferecer alguma analgesia; oferecer um
estado de sedacdo facilmente administravel; ter uma razoavel margem
de seguranca em relacdo a superdosagem; permitir uma répida
recuperacao de sedacéo e respostas fisioldgicas ao sedativo; e ser baixo
custo (TRUSHENSKI et al., 2013). De acordo com os critérios para
selecdo de um agente anestésico eficaz, é recomendado que a anestesia
seja induzida rapidamente (até 3 min) e que promova uma recuperacdo
rapida (até 10 min) apds a transferéncia dos peixes para agua livre do
produto anestésico (PARK et al., 2003). No entanto, o tempo de inducéo
anestésica de 1 min ou menos foi sugerido para amostragem de sangue,
tempo esse que proporcione baixo nivel de estresse ao peixe (HOSEINI
et al., 2011; HOSEINI e GHELICHPOUR 2012; HOSEINI e NODEH
2013), e tempo de recuperacdo longo foi recomendado para a realizagéo
de cirurgia em peixes (ROUBACH et al., 2005).

Além disso, muitas vezes é desejavel que o sedativo ndo tenha
periodo de retirada, o que significa que o peixe sedado pode ser
imediatamente libertado na natureza ou levado para o mercado na
recuperagdo (tipicamente referido como “retirada zero” ou "langamento
imediato™). Infelizmente, existem poucos sedativos para peixes que
possuem todas essas qualidades (TRUSHENSKI et al., 2013).
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Atualmente, existem poucas opcles de sedativos seguros, eficazes e
praticos de usar disponiveis para peixes (Tabela 1).

Tabela 1. Atributos dos principais sedativos para peixes disponiveis no mercado

Sedativo Aprovado? Limitacio
Benzocaina N&o, mas pode ser usado sob 3 dias de periodo
autorizacdo do INAD? de retirada

Agressivo e nem
CO; Nao, o FDAP ndo regulamenta todos o0s peixes
respondem bem

Eugenol N&o, mas pode ser usado sob 3 dias de periodo
J autorizagéo do INAD? de retirada
MS-222 Sim, para |mqb_|I|zagao 21 dias de periodo

temporaria de retirada

(Fonte: TRUSHENSKI et al., 2013)
2Investigational New Animal Drug.
PU.S. Food and Drug Administration.

Os anestésicos sintéticos mais utilizados mundialmente séo a
tricaina metano sulfonato (MS-222) e a benzocaina, mas ambos podem
causar efeitos adversos aos peixes como perda de muco, irritagdo das
branquias e danos a cornea (INOUE et al., 2003). A benzocaina pode
induzir a formacéo da metahemoglobinemia, uma condicéo que interfere
na capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue e 0 MS-222, apesar
de ser eficaz, tem seu uso limitado por algumas agéncias reguladoras,
como a Food and Drug Administration (FDA-EUA), que impede o
consumo direto de peixes tratados, exigindo depuracdo pelo periodo de
21 dias (TRUSHENSKI et al., 2013).

Embora esses agentes sejam eficazes na anestesia de peixes, uma
crescente atencdo tem sido dada ao uso de produtos a base de plantas na
anestesia de peixes, devido a uma ampla gama de efeitos adicionais,
incluindo o fato de poder ser antioxidante, antimicrobiano, aliviar o
estresse e promover a eficiéncia imunoldgica (ZAHL et al., 2010;
HOSEINI, 2011; ZEPPENFELD et al., 2014; SALBEGO et al., 2015).
Por outro lado, os 6leos ou extratos vegetais contém varios componentes
com quantidade variavel e nem todos sdo anestésicos (HOSEINI et al.,
2018). Como também, a composicao dos 6leos e extratos de ervas pode
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mudar dependendo da area geografica, tempo de colheita, técnica de
processamento e idade da planta (BADI et al., 2004; JAMSHIDI et al.
2009; TONDOLO et al., 2013).

Conhecer os efeitos anestésicos dos compostos e sua interacdo
pode ajudar a criar novos produtos anestésicos com maior eficiéncia e
seguranca. Até porque alguns compostos de 6leos essenciais tém efeitos
colaterais adversos, além de relacdo sinérgica ou antagonista
(BENOVIT et al., 2015) semelhante ao relatado em anestésicos de
peixes (SCHOETTGER e STEUCKE, 1970). Portanto, a aplicacdo de
ingredientes ativos puros deve ser padronizada para 0 uso em anestesia
de peixes, possibilitando que estes componentes sejam disponiveis
comercialmente e possam ser usados com alguma vantagem em
comparacao aos 0leos ou extratos puros (HOSEINI et al., 2018).

Dentre os anestésicos naturais, o eugenol (principio ativo do 6leo
de cravo) é o mais utilizado no mundo, aprovado para uso em peixes em
diversos paises, tais como Austrdlia, Nova Zelandia e Chile
(TRUSHENSKI et al., 2013). Apesar disso, o Food and Drug
Administration's Center for Veterinary Medicine, dos Estados Unidos,
ndo recomenda o uso de 6leo de cravo ou qualquer um de seus
componentes em peixes (FDA/CVM, 2007), motivado pela existéncia
de estudos que apresentam evidéncias de carcinogenicidade em ratos
tratados com eugenol (NTP, 1983). Neste sentido, varios trabalhos tém
avaliado a utilizacdo de anestésicos alternativos para peixes. Estudos
mais recentes mostraram sucesso na utilizacdo de outros produtos
naturais com propriedades anestésicas, incluindo 6leos essenciais de
Ocimum gratissimum, Hesperozygis ringens, Lippia sidoides, e Ocotea
acutifélia para o jundid Rhamdia quelen (SILVA et al., 2012; SILVA et
al., 2013) e Mentha piperita para a tilapia Oreochromis niloticus
(HASHIMOTO et al., 2016), pirarucu Arapaima gigas (MALHEIROS
et al., 2016) e o esturjdo persa (Acipencer persicus) (MAZANDARANI
e HOSEINI, 2018)

O mentol é o principal composto do 6leo essencial de M. piperita,
apresentando concentragdo variavel nos distintos trabalhos realizados,
sendo 27,5% (HASHIMOTO et al., 2016), 30,8% (MALHEIROS et al.,
(2016) e 50% (MAZANDARANI e HOSEINI, 2018). O efeito
depressor do 6leo essencial de M. piperita é resultado da a¢do do mentol
sobre 0 acido gama-aminobutirico tipo A (GABAA), considerado um
neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso Central (SNC)
(ZHANG et al., 2008). A estimulagio do GABAa por farmacos
agonistas promove a hiper-polarizagdo da membrana celular, causando
depresséo do SNC e a consequente anestesia (GUENETTE et al., 2007).
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1.1.2 BUTIRATO DE SODIO

A utilizacdo dos acidos organicos é uma alternativa preventiva na
manutencdo da saude de peixes cultivados, por atuar no trato intestinal
inibindo o crescimento de bactérias patogénicas, principalmente as
Gram-negativas, auxiliando na digestibilidade e absorgéo de nutrientes,
além de exercerem efeitos sobre o desempenho zootécnico dos animais
(HOSSAIN et al., 2007; DEFOIRDT et al., 2009). Eles contribuem com
0 crescimento e desempenho de animais aquaticos através de varios
mecanismos, como a inibicdo de agentes patogénicos, melhora na
absorcdo de macro e micronutrientes, fornecimento de uma fonte de
energia disponivel, além de afetar a acdo das enzimas digestivas
(LUCKSTADT, 2008). Adicionalmente, podem alterar a disponibilidade
e a absorcdo de certos nutrientes, tais como fosforo, lipidios e
aminoacidos (MORKEN et al., 2011; SARKER et al., 2012a, b). Os
mais utilizados sdo os &cidos formico, acético, propidnico, latico,
sdrbico, malico, citrico e butirico (LUCKSTADTS, 2008; NG e KOH,
2016; HOSEINIFAR et al., 2016a). Estes acidos organicos estdo sendo
cada vez mais estudados como aditivos alimentares para varias espécies
de peixes e crustaceos (NG e KOH, 2016; HOSEINIFAR et al., 2016a).

Dentre esses, o acido organico butirato de sodio recebeu especial
atencdo por seus multiplos efeitos benéficos nos tecidos periféricos do
trato intestinal. Um grande nimero de estudos tem favorecido a
compreensdo dos seus efeitos no intestino de humanos e de outros
animais (ROBLES et al., 2013). O butirato de sddio atua melhorando a
inflamacéo da mucosa e o estado oxidativo, reforgando a barreira de
defesa epitelial, modulando a sensibilidade e a motilidade visceral
(CANANI et al., 2011), e além de fornecer energia aos colondcitos
(BERGMAN, 1990), tem um papel regulador no transporte de fluidos
transepiteliais, promovendo a absorcdo de sodio e agua (BOND e
LEVITT, 1976). Quando usado como aditivo alimentar, o butirato de
sodio também influencia no ganho de peso corporal, na composi¢do da
microflora intestinal, bem como promove efeitos no epitélio intestinal,
através do aumento no comprimento das vilosidades (KOTUNIA et al.
2004).

Estudos sobre o uso do butirato de sédio em humanos e animais
terrestres teve prominéncia nos Gltimos anos. Na salde intestinal do
célon humano, o butirato foi mencionado como um agente anti-
inflamatdrio. Também pode inibir a carcinogénese do célon e o estresse
oxidativo, como também aumentar a barreira de defesa do intestino
(HAMER et al., 2008). Em porcos e frangos de corte, a suplementagédo
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com butirato de sodio proporcionou o aumento de peso, da resposta
imune e da salde intestinal (GALFI & BOKORI, 1990; ADIL et al.,
2010, 2011; ZHANG et al., 2011). Alguns estudos demonstraram
melhores desempenhos dos animais quando foi utilizado esse sal como
aditivo dietético para crustaceos (NUEZ-ORTIN 2011; SILVA et al.,
2013a; SILVA et al., 2016).

Com relacdo aos peixes, alguns autores sugerem melhorias
significativas no crescimento e nas taxas de conversdo alimentar quando
0 butirato ¢ incluido em dietas de algumas espécies, tais como o bagre-
africano Clarias gariepinus (OWEN et al., 2006); o pargo Sparus
aurata (ROBLES et al., 2013); a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus e
carpa comum Cyprinus carpio (ZHENG, 2009). No entanto, estudos
similares ndo mostraram resultados positivos quanto utilizados para
salmonideos (BJERKENG et al., 1999; GAO et al., 2011). Além disso,
a utilizacdo do butirato de sédio como alternativa aos antibidticos é alvo
de crescente interesse nos estudos realizados na area de aquicultura
(LUCKSTADT, 2006). O butirato, que também ¢é produzido pela
microbiota intestinal de peixe (KIHARA e SAKATA, 1997, 2001), foi
responsavel por fornecer acdo defensiva contra bactérias patogénicas
(NUEZ-ORTIN, 2011, 2012).

A determinagdo dos efeitos dos &cidos organicos na dieta para
peixes de cultivo pode ser particularmente importante, uma vez que
apesar de ja existir propaganda dos beneficios dessas substancias como
aditivos eficazes em suas dietas comerciais, de acordo com NG e KOH
(2016), essa informacdo muitas vezes é feita sem testes prévios e esta
baseada em resultados obtidos pela pecuéria terrestre. Essa publicidade
pode ser enganosa, considerando que a eficacia dos acidos organicos nos
animais aquaticos ser largamente dependente do tipo da substancia e da
espécie (NG KOH, 2016; HOSEINIFAR et al., 2016a).

1.1.3 Ichthyophthirius multifiliis

A aquicultura expandiu-se nos dltimos 20 anos e a tendéncia de
aumentar a produgdo é esperada porque 0s peixes sd0 uma importante
fonte de proteina em todo o mundo (NAYLOR et al., 2009). A
intensificagdo da produgdo pode resultar em mé qualidade da &gua, por
conta das altas densidades de estocagem utilizadas nesses sistemas
(SHOEMAKER et al., 2012), podendo resultar em condigdes
estressantes aos animais, imunossupressao, surtos de doencas e perdas
econdmicas (CARNEIRO et al., 2007).
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Entre os parasitos frequentemente associados aos peixes de agua
doce estd o Ichthyophthirius multifiliis (ictio), um protozoario
cosmopolita responsavel pela maior parcela de parasitose em cultivos,
conhecida como "doenga dos pontos brancos" ou ictiofitiriase
(VALLADAO et al., 2016). E a espécie mais importante dentre os
Ciliophora que acomete o jundia (Rhamdia quelen), sendo uma espécie
gue apresenta baixa especificidade de hospedeiros e ampla distribuicéo
geografica (TANCREDO, 2015). Episodios foram relatados em varias
espécies de peixes de adgua doce em todo 0 mundo, sendo responsavel
por causar grandes perdas em peixes selvagens, cultivados e até mesmo
aqueles utilizados como ornamentais (PAPERNA, 1972; VENTURA &
PAPERNA, 1985; TRAXLER et al., 1998).

Este parasita da origem a morbidade (OSMAN et al., 2009) e
causa significativa perda econdmica para a produgdo (BUCHMANN et
al., 2001). O ictio tem trés estagios de desenvolvimento durante o ciclo
de vida: um tomonte reprodutor, um teronte infeccioso e um trofonte
parasita (HINES & SPIRA, 1973; NIGRELLI et al., 1976). Os efeitos
deletérios de . multifiliis sdo principalmente causados pela forma
parasitaria trofonte, que se alimenta e se desenvolve em tecido cutaneo e
nas branquias (LING et al., 2010). Além disso, este microrganismo
favorece a ocorréncia de infecgfes bacterianas (XU et al.,2012a; XU et
al., 2012b).

Existem duas estratégias principais que sdo utilizadas para tratar
peixes infestados com I. multifiliis: tratamento quimico com banhos
terapéuticos e tratamento via oral com adicdo do produto na
alimentacdo. O tratamento com banho atua afetando a natagdo dos
tomontes e terontes, sendo necesséria a repeticdo do tratamento para
prevenir novas infestacGes e matar os terontes e trofontes. No entanto,
esses tratamentos quimicos podem debilitar e estressar os peixes, além
de aumentar a suscetibilidade dos animais tratados a infeccOes
bacterianas e parasitarias, sem mencionar que sua aplicacdo pode ter
efeito nocivo sobre o meio ambiente (ABDEL-HAFEZ et al., 2014b).

Alguns dos principais produtos cuja eficiéncia é comprovada no
tratamento da ictiofitiriase estdo: verde malaquita (SRIVASTAVA et
al., 2004), formalina, sulfato de cobre (FARMER et al., 2013) e
permanganato de potassio (RINTAMAKI-KINNUNEN et al., 2005).
Por causa dos indesejaveis efeitos sobre 0 meio ambiente (RICO &VAN
DEN BRINK, 2014), em animais e humanos (SAPKOTA et al., 2008),
0 uso dessas substancias foi desencorajado e até mesmo proibido em
varios paises, como é o caso do verde malaquita e da formalina.
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Ja o tratamento feito via alimentacdo, com racdo medicamentosa,
apresenta algumas vantagens por ndo afetar os parametros ambientais da
agua, ser facil de administrar e menos estressante para os peixes, além
de apresentar um periodo de atividade mais longo sobre o animal
tratado. Além disso, o I. multifiliis ja& foi encontrado ocupando a
cavidade peritoneal dos peixes (MAKI et al., 2001), onde o tratamanto
por meio de banho ndo é eficaz. No entanto, tratamentos orais também
apresentam desvantagens, pois a eficicia depende também da atividade
do peixe para a ingestdo da dieta, fator que é influenciado pela aceitacéo
da dieta mesmo depois da inclusdo do medicamento ao alimento
(ABDEL-HAFEZ et al., 2014b).

Outras opcBes aos tratamentos quimicos também estdo sendo
estudadas. Varios extratos de plantas medicinais foram testados contra I.
multifiliis in vitro e/ou in vivo e apresentarem resultados promissores,
tais como: Macleaya cordata (YAO et al., 2010), Mucuna pruriens e
Carica papaya (EKANEM et al., 2004), Psoralea corylifolia (LING et
al., 2013) e Mentha piperita (VALLADAO et al., 2016).

Apesar do uso generalizado de M. piperita em medicamentos
tradicionais e dos acidos organicos como promotores de melhoria no
desempenho dos animais, assim como seus indmeros efeitos benéficos
sobre o sistema digestdrio e imune em varias espécies, 0s potenciais
beneficios dessas substancias ainda ndo foi avaliado no jundia Rhamdia
guelen, espécie de peixe com potencial para a aquicultura na regido sul
da América do Sul. Neste contexto, este trabalho busca avaliar o efeito
do uso de dietas enriquecidas com esses aditivos alimentares na
larvicultura do jundig, buscando desenvolver tecnologias para induzir
um rapido crescimento das larvas desta espécie, assim como, avaliar o
efeito dessa suplementacdo alimentar na resisténcia dos peixes a
infestacdo destes pelo parasito Ichthyophthirius multifiliis.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Auvaliar a toxicidade e o efeito anestésico do 6leo essencial de
Horteld-pimenta (Mentha piperita) em juvenis de jundid Rhamdia
quelen, além da potencial utilizagdo deste 6leo e do butirato de sddio
como aditivo dietético durante a larvicultura sobre o desenvolvimento
zootécnico, a morfologia da mucosa intestinal, a resisténcia ao estresse e
infestacdo pelo parasito Ichthyophthirius multifiliis.
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1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo letal do 6leo essencial de M. piperita para
50% da populagdo (CLso.an) de juvenis de R. quelen, assim como o
efeito da exposicdo dos peixes a esse 6leo sobre o tecido branquial.

e Determinar a concentracdo ideal de M. piperita para anestesiar
juvenis de jundia R. quelen.

e Avaliar o efeito da inclusdo de diferentes concentragdes de butirato
de sodio ou de dleo essencial de M. piperita como suplemento
alimentar na larvicultura do jundida (R. quelen), comparando os
parametros zootécnicos obtidos e a resisténcia ao parasito |.
multifiliis.

e Analisar o efeito da adi¢do de diferentes concentragcfes de butirato de
sodio ou de Oleo essencial de M. piperita, suplementado na dieta
fornecida aos peixes, sobre a morfologia do trato intestinal das larvas
de jundi& (R. quelen).

e Avaliar o efeito da inclusdo de diferentes concentragbes de
suplementacdo dietética com butirato de sédio ou com o Oleo
essencial de M. piperita, na resisténcia ao ar e a exposi¢do a agua
salinizada das larvas de jundia (R. quelen) alimentadas com essas
dietas.
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2 FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese esta dividida em dois capitulos. Cada capitulo corresponde
a um artigo. No primeiro capitulo, o artigo estd formatado e submetido a
revista Pesquisa Agropecuéria Brasileira (PAB), qualis B1. No segundo
capitulo, o artigo esta formatado de acordo com as normas da revista
Boletim do Instituto de Pesca (BIP), qualis B1.
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CAPITULO 1

Toxicidade e potencial anestésico do 6leo essencial de Mentha
piperita em juvenis de Rhamdia quelen

Diogo Bessa Neves Spanghero®?, Emilia Carolina Alencar de Medeiros
Spanghero®, Janaina dos Santos Pedron®, Edsandra Campos Chagas®),
Francisco Célio Maia Chaves® e Evoy Zaniboni-Filho®

(MUniversidade Federal de Alagoas, Laboratério de Inovagdo em
Agquicultura, Av. Beira Rio, CEP 57200-00, Penedo, AL, Brasil. E-mail:
diogospanghero@penedo.ufal.bor @Universidade Federal de Santa
Catarina. Laboratorio de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce,
Rodovia Francisco Thomaz dos Santos, n° 3532, CEP 88066-260,
Florianépolis, SC, Brasil. E-mail: emiliaspanghero@hotmail.com,
janainapedron@gmail.com, evoy@Iapad.ufsc.or ®Embrapa Amazonia
Ocidental, Rodovia AM 10, km 29, CEP 69010-970 Manaus, AM, Brasil.
E-mail: edsandra.chagas@embrapa.br, celio.chaves@embrapa.br.

Resumo - O objetivo do trabalho foi avaliar a toxicidade e o potencial
anestésico do 6leo essencial de Mentha piperita em juvenis de Rhamdia
quelen. Para determinar a concentragdo letal em quatro horas (CLso - 4n),
210 peixes (3,08 £ 0,8 g; 7,59 £ 0,67 cm) foram expostos a 0, 20, 50, 80,
110 e 140 mg L. O potencial anestésico foi avaliado em quatro
concentragdes (50, 80, 110 e 140 mg L). O periodo de exposicdo de
quatro horas provocou lesBes branquiais como: congestdo do seio
venoso da lamela priméria e na base da lamela secundaria; hiperplasia
interlamelar e com fusdo das lamelas; descolamento do epitélio;
dilatacdo do seio venoso; edema justalamelar e aneurisma. O 6leo de M.
piperita demonstrou ser um eficiente anestésico para juvenis de R.
quelen na concentragéo de 80 mg L%, com reduzido tempo de anestesia
(<4 min) e de recuperacgdo (<10 min), sem mortalidade. Apesar disso, a
exposicdo prolongada por quatro horas ao 6leo, nessa concentracao,
torna o produto téxico a espécie e ultrapassa a CLso - 4n(75 mg L2).

Termos para indexacdo: branquias, histologia, concentracdo letal,
peppermint, anestesia.
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Toxicity and anesthetic potential of Mentha piperita essential oil for
juveniles of Rhamdia quelen

Abstract - The aim of this work was to evaluate the toxicity and
anesthetic potential of Mentha piperita essential oil in juveniles of
Rhamdia quelen. To determine the lethal concentration at four hours
(CLso-4n), 210 fish (3.08 £ 0.8 g, 7.59 £ 0.67 cm) were exposed to 0, 20,
50, 80, 110 and 140 mg L. The anesthetic potential was evaluated at
four concentrations (50, 80, 110 and 140 mg L). The exposure period
of four hours resulted in gill injuries such as: congestion of the primary
lamella venous sinus and at the base of the secondary lamella;
interlamelar hyperplasia and with lamellar fusion; epithelial detachment;
dilation of the venous sinus; edema and aneurysm. M. piperita oil
demonstrated to be an effective anesthetic for R. quelen juveniles at 80
mg L, with a short time of anesthesia (<4 min) and recovery (<10 min),
without mortality. However, the four-hour exposure to the oil at this
concentration makes the product toxic to the species and exceeds the
LCs04n (75 mg L'l).

Index terms: gills, histology, lethal concentration, peppermint,
anesthesia.

Introducéo

Os anestésicos sintéticos mais utilizados mundialmente sdo a
tricaina metano sulfonato (MS-222) e a benzocaina, porém ambos
podem causar efeitos adversos aos peixes. A benzocaina pode induzir a
formacdo da metahemoglobinemia, uma condicdo que interfere na
capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue e 0 MS-222, apesar de
ser eficaz, tem seu uso limitado por algumas agéncias reguladoras, como
a Food and Drug Administration (FDA-EUA), que impede o consumo
direto de peixes tratados, exigindo depuracdo pelo periodo de 21 dias
(Trushenski et al., 2013).

Dos anestésicos naturais, 0 eugenol (principio ativo do 6leo de
cravo) é 0 mais utilizado no mundo, aprovado para uso em peixes em
diversos paises como Austrlia, Nova Zelandia e Chile (Trushenski et
al., 2013). Apesar disso, o Food and Drug Administration's Center for
Veterinary Medicine ndo recomenda o uso de 6leo de cravo ou qualquer
um de seus componentes em peixes (FDA/CVM, 2007), motivado pela
existéncia de estudos que indicam que o uso do eugenol apresentou
evidéncia de carcinogenicidade em ratos (NTP, 1983). Neste sentido,
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varios trabalhos tém avaliado a utilizacdo de anestésicos alternativos
para peixes. Estudos mais recentes mostraram sucesso na utilizagdo de
outros produtos naturais com propriedades anestésicas, incluindo 6leos
essenciais de Ocimum gratissimum, Hesperozygis ringens, Lippia
sidoides, e Ocotea acutifélia para o jundia Rhamdia quelen (Silva et al.,
2012; Silva et al., 2013) e Mentha piperita para a tilapia Oreochromis
niloticus (Hashimoto et al., 2016) e pirarucu Arapaima gigas (Malheiros
et al., 2016). Esse ultimo, obtido de uma planta hibrida conhecida como
Peppermint, é resultante do cruzamento entre Spearmint (Mentha
spicata) e Watermint (Mentha aquatica) (Iscan et al., 2002).

O potencial anestésico dessa planta hibrida tem sido atribuido ao
seu principal componente, 0 mentol, anestésico que tem revelado grande
interesse para a aquicultura (Padua et al., 2010). Porém, qualquer
substancia dissolvida ou suspensa em agua pode ser irritante aos peixes
e seus reflexos podem ser observados diretamente nas branquias, ja que
sua localizacdo externa a torna mais sensivel aos agentes estressores,
sendo um orgdo susceptivel a lesdes imediatas (Roberts, 2012). Dessa
forma, a avaliagdo da presenca de alteragdes na estrutura branquial pode
ser uma ferramenta valiosa para determinar o efeito de potenciais
anestésicos sobre o estado de salide dos peixes.

Dentre as espécies de peixes que apresentam um grande potencial
para a aquicultura continental no sul do Brasil, podemos destacar o
jundia (R. quelen), principal espécie nativa produzida nesta regiao
(Baldisserotto, 2009). Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a toxicidade e o potencial efeito anestésico do 6leo essencial de
M. piperita em juvenis de jundid.

Material e métodos

Este trabalho foi realizado em agosto de 2017 no Laboratério de
Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce da Universidade Federal de
Santa Catarina. As larvas de R. quelen foram obtidas a partir da
reproducdo induzida de reprodutores selvagens originarios do Alto rio
Uruguai. Logo ap06s a abertura da boca, as larvas foram alimentadas com
nduplios de Artemia sp. durante 15 dias. Apos este periodo, foram
distribuidas em caixas de fibra de vidro com capacidade de 1000 L,
mantidas em condicfes laboratoriais com renovacgdo continua de agua,
alimentacdo balanceada (45% PB), aeracdo constante e temperatura
média de 26 + 1°C por 60 dias, até atingirem 3,08 + 0,8 g (média +
desvio padrédo) e 7,59 + 0,67 cm de comprimento total, quando foram
iniciados os experimentos de toxicidade e anestesia.
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Oleo essencial de Mentha piperita

O oleo essencial (OE) de M. piperita foi obtido no Laboratério de
Plantas Medicinais da Embrapa Amazbdnia Ocidental (Manaus,
Amazonas, Brasil). As partes aéreas (folhas e/ou inflorescéncias) da
planta foram removidas para extragdo do OE pelo processo de
hidrodestilagdo. A andlise quimica do OE foi realizada por meio de
cromatografia gasosa com espectrometria de massa, seguindo
procedimento descrito por Morais et al. (2012). Seus principais
componentes foram: mentol (27,5%), mentofurano (22,5%), pulegona
(12,8%), acetato de mentila (12,5 %), mentona (11%), limoneno (3,5%)
e 1,8-cineol (2,1%).

A natureza hidrofébica do OE exigiu que fosse elaborada uma
solucdo estoque diluida em &lcool etilico 99,8%, utilizando a proporcéo
de 1:9 (OE:éalcool, v:v), para facilitar a sua diluicdo em agua.

Toxicidade do 6leo essencial de M. piperita (CLsp - 4n) em juvenis de
R. quelen

Para o teste de toxicidade aguda, foram utilizados 210 juvenis de
R. quelen distribuidos em 21 unidades experimentais contendo 1 L de
agua e mantidos em um sistema estatico, com aeracdo constante. Os
peixes foram submetidos a jejum de 24 h antes do inicio do experimento
e mantidos sem alimentacdo durante a realizacéo do teste.

Cada tratamento consistiu em trés repeticdes e 0 delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. Foram utilizados dois
controles: um apenas contendo agua de cultivo (agua) e outro contendo
agua de cultivo adicionada a alcool etilico (dgua + 1,26 mL alcool L™?).
Essa quantidade de alcool equivale a maxima quantidade utilizada no
tratamento contendo a maior concentragdo do OE. Cinco tratamentos
foram utilizados contendo concentracGes crescentes (20, 50, 80, 110 e
140 mg L) do OE na é&gua de cultivo. Ao final do periodo de 4 h de
exposicao ao OE, foi registrada a mortalidade dos peixes e determinada
a concentracdo letal no periodo (CLso.4n). Os peixes foram considerados
mortos quando ndo apresentaram movimentos operculares e caudais,
nem responderam ao estimulo do toque depois de uma hora de terem
sido transferidos para a agua de cultivo sem adigéo de OE.
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Efeito anestésico do 6leo essencial de M. piperita

Os ensaios de anestesia e recuperagdo anestésica foram realizados
em unidades experimentais (3 L) contendo 1 L de &gua, mantidas em
estado estatico e aeracdo constante. Foram testadas quatro concentracfes
de M. piperita: 50, 80, 110 e 140 mg L em juvenis de R. quelen. Nove
peixes foram expostos individualmente em cada concentragdo apds
jejum de 24 h.

Os estagios de anestesia e de recuperagdo foram monitorados e o
tempo em que os distintos peixes atingiram cada um dos estagios foi
registrado em segundos, com auxilio de crondmetro digital. As
caracteristicas desses estagios foram modificadas da proposta de Park et
al. (2009), de acordo com o comportamento dos peixes. Os estagios de
anestesia foram determinados como: agitagdo (A1), natacdo lenta (A2),
perda do equilibrio (A3), repouso (A4) e paralizacdo do batimento
opercular (anestesia profunda) (A5). Ao atingirem o Ultimo estagio de
anestesia, os peixes foram imediatamente retirados do recipiente
contendo o OE e transferidos para recuperagdo em recipientes contendo
agua sem o OE. Para a recuperacdo os estagios foram: retorno do
movimento opercular (R1), inicio do movimento (R2), inicio da natacéo
(R3) e recuperacdo (R4). O tempo necessério para atingir cada estagio
de recuperacdo foi igualmente registrado.

Qualidade de agua

Os parametros de qualidade da dgua foram mensurados com uma
sonda multiparametro YSI 556 MPS® no inicio de cada experimento. A
temperatura (°C), salinidade (g L), oxigénio dissolvido (mg L), pH e
condutividade (uS ¢cm™) no teste de toxicidade aguda foram de 26,2 +
0,5;20+0,0; 76+0,7; 80+ 0,1; 417,0 + 3,6 e nos ensaios de efeito
anestésico foram de 26,7 +0,3; 2,0+ 0,0; 7,0 £ 0,3; 7,8 + 0,3; 393,0 +
2,8, respectivamente.

Anélise histolégica

Foi amostrado o segundo arco branquial do lado direito (trés
peixes de cada repeti¢cdo) para auxiliar na avaliacdo dos efeitos da
toxicidade aguda, imediatamente ap6s a realizacdo do teste. O material
coletado foi identificado, fixado em solugdo de formalina tamponada
10% por 24 h, lavado em alcool 70% (3 x 15 min) e armazenado em
alcool 70% até o processamento para analise histoldgica.
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Os arcos branquiais foram descalcificados e desidratados em uma
série ascendente de soluges alcodlicas (70, 80, 90 e 100%),
processados em parafina seguindo técnicas de rotina para cortes
transversais de 3 um de espessura, usando um micrétomo manual Leica
RM 2245, e posteriormente coradas com hematoxilina-eosina (HE). As
imagens foram capturadas usando um microscopio de luz Zeiss
AxioVert. A1 com uma camera acoplada (Axiocam ERc5s), e analisadas
com o auxilio de software de andlise de imagem Zen Lite 2012.

As andlises das branquias consistiram na busca por alteragdes
teciduais como hiperplasia da lamela secundaria, interlamelar e com
fusdo das lamelas secundarias; descolamento do epitélio da lamela
secundaria; edema justalamelar; dilatacdo do seio venoso; aneurisma e
congestdo na base da lamela secundaria e do seio venoso da lamela
primaria. Essas alteracdes foram classificadas de acordo Poleksi¢ e
Tutundzi¢ (1994), que considera os graus de severidade em relacdo aos
critérios de intensidade e de localizacdo das lesBes: a) quanto a
intensidade: alteracGes leves, moderadas ou severas; b) quanto &
localizacdo: focal, multifocal ou coalescente.

Para favorecer a comparacdo das lesGes causadas pelos distintos
tratamentos, foi estabelecida uma escala numérica de intensidade (leve:
1; moderada: 2; severa: 3) e de abrangéncia da lesdo (focal: 1;
multifocal: 2; coalescente: 3). O grau de alteracdo de cada branquia
analisada foi obtido pela multiplicagdo dos valores atribuidos a
intensidade e a abrangéncia da lesdo. Dessa forma, o grau de lesdo pode
variar em uma escala de 0 a 9, sendo que o valor zero indica auséncia de
gualquer sinal de lesédo e o valor 9 a maior intensidade e abrangéncia das
lestes.

Analise estatistica

No teste de toxicidade aguda, a concentracgdo letal em 4 h (CLso-4
n) foi determinada através do método aparado de Spearman-Karber, com
95% de intervalo confianca (Hamilton et al., 1977) e complementado
com analise de regressdo linear. Os valores de intensidade das les6es
histologicas foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Para comparar as médias entre os tratamentos de efeito
anestésico foi analisada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-
Wilks e a homocedasticidade da variancia aplicando o teste de Levene.
Uma vez encontrada a diferenga entre os tratamentos (ANOVA), as
médias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

No teste de toxicidade aguda, ndo foi observada mortalidade nos
grupos controle ou no tratamento com a menor concentracdo do OE (20
mg L) durante o periodo de 4 h de exposicdo a que os juvenis de R.
guelen foram submetidos. A taxa de mortalidade entre 0s peixes
expostos a 50, 80, 110 e 140 mg L* de OE foi de 6,7 + 0,5; 56,7 + 1,7;
83,3 £ 1,2 e 100,0+ 0,0 %, respectivamente. Os peixes apresentaram
mortalidade diretamente associada ao aumento da concentracdo do OE
de M. piperita, com CLsp estimada em 75 mg L* (Figura 1). Porém,
suportaram maiores concentracGes quando comparados com juvenis de
tilapia O. niloticus (10 g), com CLso de 40 mg L* (Hashimoto et al.,
2016) e juvenis do pirarucu A. gigas (35 g), com ClLso de 38 mg L*
(Malheiros et al., 2016), se mostrando mais tolerantes & exposi¢do ao
OE.

Ap6s a exposicdo de quatro horas, o0s grupos controle
apresentaram maior integridade da membrana branquial, sem a presenca
de algumas lesdes, tais como: descolamento do epitélio da lamela
secundaria, hiperplasia com fusdo das lamelas secundérias, aneurisma,
dilatagdo do seio venoso e congestdo na base da lamela secundaria
(Tabela 1). A presenca da dilatagdo do seio venoso e o0 aunerisma se
manteve constante entre as concentracdes de 20 e 140 mg L. Quando
comparado com os peixes dos grupos controle, foi observada maior
intensidade da lesdo de congestdo do seio venoso da lamela primaria
apenas a partir da concentracédo de 110 mg L.

A intensidade e a abrangéncia das alteragcBes branquiais
aumentaram diretamente com a concentracdo do OE de M. piperita.
Essas alteragdes morfologicas (Figura 2) podem indicar o
desenvolvimento de estratégias adaptativas pelos peixes para a
conservagdo de algumas fungdes fisioldgicas importantes, tais como a
troca de gases, o equilibrio acido-base, a osmoregulacdo e a excrecdo
dos compostos nitrogenados (Barbieri et al., 2015). Em nenhuma das
concentragdes testadas com o OE de M. piperita foi observado o grau
méaximo de lesdo nas branquias de juvenis de R. quelen, resultado da
combinacdo de maxima intensidade da lesdo (severa) e da sua maior
abrangéncia (coalescente).

Aparentemente, a sensibilidade das branquias de jundi expostas
ao 6leo essencial de M. piperita foi manifestada pelo predominio de
algumas lesdes, entre elas: o descolamento do epitélio da lamela
secundaria; o edema justalamelar; a hiperplasia da lamela secundaéria,
interlamelar e com fusdo das lamelas secundéarias. De acordo com
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Ferguson et al. (1990), a hiperplasia interlamelar e da lamela secundéria
sd0 possiveis estratégias adaptativas para reagir contra a presenca de
agentes irritantes, atuando como barreira contra a entrada de
xenobidticos na corrente sanguinea, especialmente em condicBes
desfavoraveis e constantes. A hiperplasia com fusdo da lamela
secundaria também é considerada um mecanismo natural de defesa para
proteger o epitélio da lamela do contato direto com agentes toxicos e
estressores (Heath, 1987). A fusdo lamelar observada neste estudo reduz
a area superficial das branquias e dessa forma o contato com o agente
toxico, mas também reduz a capacidade branquial para a troca de gases.
Neste contexto, esta alteracdo inibe a respiracdo, secrecdo e fungdes
excretoras das branquias (Dey et al., 2015).

Merece destaque o fato de que o aneurisma foi uma lesdo
observada exclusivamente nos peixes expostos ao OE de M. piperita.
Essas lesdes sdo provavelmente resultantes da ruptura de células pilares
causadas por xenobiéticos (Winkaleret al., 2007), que prejudicam a
integridade vascular com a liberacdo de grande quantidade de sangue
(Heath, 1987). Esse tipo de lesdo pode ainda ser decorrente de alteragdes
primarias como hiperplasia da lamela secundéaria e de edema
justalamelar (Bernet et al., 1999). Dessa forma, a exposic¢ao continua por
guatro horas dos juvenis de jundia ao OE foi capaz de provocar
alteracdes teciduais e até mesmo lesdes branquiais, indicando uma
evidente condicéo de estresse.

As lesbes branquiais observadas podem causar reducdo da
capacidade respiratéria, causando assim a morte dos peixes quando
submetidos a altas concentracbes de M. piperita. No entanto, €
importante destacar que 0s peixes saudaveis ndo necessariamente sao
caracterizados pela auséncia de histopatologia, eles também podem
apresentar distirbios estruturais moderados ou leves reacOes
inflamatdrias (Bernet et al., 2004), como aquelas observadas nos peixes
originarios dos grupos controle deste estudo, onde a maxima severidade
das poucas lesbes apresentadas foi de grau 2.

Durante os ensaios de avaliacdo do efeito anestésico, todas as
concentracdes testadas do OE de M. piperita induziram os peixes até o
Gltimo estadgio comportamental de anestesia (A5) e da recuperacao (R4)
(Tabela 2). Nenhuma mortalidade foi registrada durante a realizacdo do
teste ou mesmo depois de 24 h da exposicdo. O estagio Al foi atingido
imediatamente ap6s a exposicdo dos peixes ao OE em todas as
concentrac@es testadas. Concentragdes iguais ou superiores a 80 mg L
promoveram a anestesia profunda (A5) com cerca de 4 min de
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exposi¢do, enquanto que na concentracdo de 50 mg L foi necessario
um tempo aproximado de 6 min.

A concentracdo de 140 mg L apresentou o maior tempo (= 11
min) para a completa recuperagdo dos peixes apds a anestesia. O efeito
depressor do OE de M. piperita é resultado da acdo do mentol sobre o
acido gama-aminobutirico tipo A (GABAA), considerado um
neurotransmissor inibitorio do Sistema Nervoso Central (SNC) (Zhang
et al., 2008). A estimulacdo do GABAA por farmacos agonistas promove
a hiper-polarizacdo da membrana celular, causando depressdo do SNC e
consequente anestesia (Guénette et al., 2007).

O efeito anestésico do mentol também foi constatado para outras
espécies de peixes, sendo os resultados semelhantes aos observados no
presente trabalho, com correlagdo negativa entre a concentracdo da
substancia e o tempo necessério para a indugdo do ultimo estagio de
anestesia. Esse padrdo foi observado para juvenis de dourado (Salminus
brasiliensis) (194 g) submetidos a concentracdes variando entre 60 e
150 mg L (Padua et al., 2010) e para juvenis de tambaqui Colossoma
macropomum (89 g) tratados com concentragdes entre 50 e 250 mg L
(Faganha e Gomes, 2005). No presente trabalho, foi observada uma
estabilizacdo do tempo de inducdo a anestesia a partir de 80 mg Lt de
OE de M. piperita. Resultado semelhante foi observado a partir da
exposicdo a 150 mgL?! de mentol para juvenis de tambaqui C.
macropomum (Facanha e Gomes, 2005).

Neste estudo, foi possivel observar que a concentragdo de 80 mg
L do OE de M. piperita pode induzir o estagio de anestesia profunda
em juvenis de R. quelen, necessitando para isso do tempo de exposi¢do
semelhante ao necessério para as concentra¢fes mais elevadas testadas.
Essa possibilidade reduz o efeito de possiveis alteracBes nas taxas
metabdlicas, no consumo de oxigénio, na pressédo arterial € nas respostas
fisiolégicas do sangue ocasionadas pela exposicdo as altas
concentracdes de anestésicos.

De acordo com os critérios para selecdo de um agente anestésico
eficaz, é recomendado que a anestesia seja induzida rapidamente (até 3
min) e que promova uma recuperagdo rapida (até 10 min) ap6s a
transferéncia dos peixes para agua livre do produto anestésico (Park et
al., 2003). Condigao préxima a essa foi observada para os juvenis de R.
quelen submetidos a concentragcdes entre 80 e 110 mg L' de M.
piperita, sendo a concentracdo 80 mgL™? a indicada por ser a menor
concentragdo que atende aos critérios recomendados para a selecdo de
um anestésico eficaz.
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Conclusoes

1. O éleo essencial de Mentha piperita é tdxico para juvenis de
Rhamdia quelen guando exposto por quatro horas em concentracdes
superiores a 50 mg L1, apresentando CL s0_4n de 75 mg L.

2. As branquias dos juvenis de Rhamdia quelen podem ser
consideradas boas indicadoras da toxicidade causada pela exposicao
prolongada ao 6leo essencial de Mentha piperita. Concentragdes a partir
de 20 mg L* provocam lesdes nos tecidos branquiais apds quatro horas
de exposigao.

3. A concentragdo de 80 mg L* do 6leo essencial de Mentha
piperita é recomendada para induzir a anestesia em juvenis de Rhamdia
guelen, promovendo a anestesia profunda em aproximadamente quatro
minutos de exposicdo e a completa recuperacdo dos peixes em cerca de
sete minutos apds retorno a agua livre do anestésico.
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Tabelas

Tabela 1. Valor médio do grau de lesdo branquial observado em juvenis de
jundid Rhamdia quelen (n=9) expostos a diferentes concentragdes de dleo

essencial de Mentha piperita por um periodo de guatro horas.

Concentracdo (mg L1)

Les&o branquial 0+

, 0 20 50 80 110 140

alcool
Descolamento do
epltello,d_a lamela 0° o 18bc 1gbc opa  gab  ga
secundaria ' '
Hiperplasia com fusdo
das Iamel_as Oc Oc lbc 28abc 3ab 6a 6a
secundarias '
Aneurisma 0 Ob 1% 22 222 224 228
Dilatacdo do seio
VENnoso b o 1,92 22 22 22
Congestdo na base da
lamela secundaria oc  0c 1P 1 2 22 2
Hiperplasia da lamela
secundaria 1,1¢ 1¢ 2bc  pgabc 3 5 ga 5 ga
Hiperplasia
interlamelar 20 19° 109° 4@ 4 58 g5ga
Edema justalamelar 196 11c obe 4 g gb g
Congestdo do seio
venoso da lamela 1,76 20 1.9b 20 216 422 422
priméria

*Valores sobrescritos com letras distintas em uma mesma linha séo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).



51

Tabela 2. Tempo (em segundos) de indugao aos diferentes estagios de anestesia
e de recuperagdo dos juvenis de jundid Rhamdia quelen (n=9) expostos a
diferentes concentragdes de O6leo essencial de Mentha piperita. Valores
apresentados em média + desvio padrdo.

Concentracdo
(mgL)

50

80

110

140

50

80

110

140

Estagios de anestesia (A) / Estagios de recuperacéo (R)

A2 A3 A4 A5

60,3 + 90,3+ 2213+ 355 + 15,78
6,07 25,32 59,72

810+ 97,7+ 1413 + 247,0 13,9
19,82 22,22 65,92

64,7 £ 91,0+ 1417 + 270,7 +18,6°
27,28 24,62 49,12

49,7 + 75,7+ 82,3+11,7% 2423 +125°
11,52 9,52

R1 R2 R3 R4

19,0+ 127,7 + 185,3 + 2227 +
13,92 113,52 113,7° 110,6°
62,0 + 153, 7% 3353+ 413,0 +56,8°
25,18 104,72 51,0°

87,0+ 184,7 + 383,7+ 409,0 £ 15,2°
69,72 81,72 25,0

158,0 + 281,7+ 609,0 £ 663,0 + 59,72
63,9 20,5 113,32

*Valores sobrescritos com letras distintas em uma mesma coluna sdo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

**A2 = natacdo lenta, A3 = perda do equilibrio, A4 = repouso, A5 = paralizacéo
do batimento opercular (anestesia profunda), R1 = retorno do movimento
opercular, R2 = inicio do movimento, R3 = inicio da natacdo, R4 = recuperagao.
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Figuras
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Figura 1. Representacdo da taxa de mortalidade de juvenis de Rhamdia
guelen expostos por quatro horas a diferentes concentragdes do 6leo
essencial de Mentha piperita (n=30).
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Figura 2. Fotomicrografia das principais lesdes apresentadas nas branquias de
Rhamdia quelen expostas por quatro horas a agua de cultivo com adicdo de
diferentes concentragBes do 6leo essencial de Mentha piperita. A: expostos a
agua de cultivo (controle), com a presenca de hiperplasia da lamela secundaria;
B: exposicdo a 20 mg L - congestdo do seio venoso da lamela primaria; C:
exposicdo a 50 mg L! - hiperplasia interlamelar (1) e com fusdo das lamelas
secundarias (2); D: exposicdo a 80 mg L - congestdo na base da lamela
secundaria (1) e descolamento do epitélio da lamela secundaria (2); E:
exposicdo a 110 mg L - dilatacdo do seio venoso; F: exposicdo a 140 mg L2
aneurisma (1) e edema justalamelar (2). Vale destacar que essa figura retrata
apenas uma imagem de parte da branquia de um peixe de cada uma das
concentracgdes testadas, tendo sido analisados nove peixes de cada tratamento. O
grau de severidade de cada uma das lesfes observadas em cada concentragdo
testada esta expresso na Tabela 2.
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CAPITULO II

BUTIRATO DE SODIO E OLEO ESSENCIAL DE Mentha piperita
NA DIETA DO JUNDIA: DESEMPENHO, HISTOLOGIA,
ESTRESSE E DESAFIO AO Ichthyophthirius multifiliis

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho zootécnico, a
mucosa intestinal, a resisténcia ao estresse e a reagdo a infestagdo contra
0 parasito lIchthyophthirius multifiliis de larvas de jundia Rhamdia
guelen suplementadas com 6leo essencial de Mentha piperita ou butirato
de sodio em suas dietas. As larvas (2,9 £ 0,5 mg e 7,9 + 1,3 mm) foram
distribuidas, aleatoriamente, em 15 unidades experimentais contendo 20
L de agua (60 larvas por unidade experimental). Cinco dietas foram
utilizadas durante 30 dias: 0% (controle), dieta isenta da inclusdo de
aditivo; OE1% e OE2%, inclusdo de 1% ou 2% de 6leo essencial de M.
piperita por kg de ragdo, respectivamente; BS0,25% e BS0,50%,
inclusdo de 0,25% ou 0,50% de butirato de sédio por kg de racéo,
respectivamente. As diferentes dietas testadas ndo afetaram a resisténcia
dos peixes ao estresse pela exposicdo ao ar e a agua salinizada. Da
mesma forma, a suplementacdo dietética ndo foi capaz de inibir a
infestacdo por 1. multifiliis no tegumento dos peixes. Os peixes
suplementados com 0,50% de butirato de sddio (BS0,50%) em suas
dietas apresentaram melhor desempenho em todos os parametros
zootécnicos analisados (p<0,05). Quando comparado a dieta controle, a
suplementacdo de BS0,50% aumentou tanto a largura dos vilos quanto a
guantidade de células caliciformes presentes na mucosa intestinal,
ambas em aproximadamente 50%. Essas descobertas podem ter
importantes implicagdes na producéo de larvas de R. quelen e devem ser
levadas adiante com novos estudos.

Palavras-chave: &cidos organicos; extrato vegetal; larvicultura;
sobrevivéncia; Rhamdia quelen; infestacéo.

ABSTRACT
The objective of the present study was to evaluate the zootechnical

performance, intestinal mucosa, resistance to stress and reaction to
infestation against the parasite Ichthyophthirius multifiliis of jundia



56

Rhamdia quelen larvae supplemented with essential oil of Mentha
piperita or sodium butyrate in their diets. The larvae (2.9 £ 0.5 mg and
7.9 £ 1.3 mm) were randomly distributed in 15 experimental units
containing 20 L of water (60 larvae per experimental unit). Five diets
were used during 30 days: 0% (control), diet free of additive inclusion;
OE1% and OE2%, inclusion of 1% or 2% of essential oil of M. piperita
per kg of feed, respectively; BS0.25% and BS0.50%, inclusion of 0.25%
or 0.50% of sodium butyrate per kg of feed, respectively. The different
diets tested did not affect the resistance of larvae to stress due to
exposure to air and saline water. Likewise, dietary supplementation was
not able to inhibit I. multifiliis infestation in fish tegument. The larvae
supplemented with 0.50% sodium butyrate (BS0.50%) in their diets
presented better performance in all zootechnical parameters analyzed
(p<0.05). When compared to the control diet, supplementation of
BS0.50% increased both the villi width and the amount of goblet cells
present in the intestinal mucosa, both by approximately 50%. These
findings may have important implications for the production of R.
guelen larvae and should be carried forward with further studies.

Keywords: organic acids; vegetable extract; larviculture; survival; diet;
infestation.

INTRODUCAO

Muitas perdas na producédo de peixes cultivados estdo associadas
ao parasito Ichthyophthirius multifiliis, um protozoario cosmopolita
responsavel por uma grande parcela de parasitose em cultivos de agua
doce, conhecida como "doenca dos pontos brancos" ou ictiofitiriase
(VALLADAO et al., 2016). Este parasita da origem a morbidade
(OSMAN et al., 2009) e causa significativa perda econdmica para a
producdo (BUCHMANN et al., 2001). Alguns dos principais produtos
gue ja foram utilizados no tratamento da ictiofitiriase sdo verde
malaquita (SRIVASTAVA et al., 2004), formalina, sulfato de cobre
(FARMER et al., 2013) e permanganato de potassio (RINTAMAKI-
KINNUNEN et al., 2005). Porém, por causa dos indesejaveis efeitos
sobre 0 meio ambiente (RICO e VAN DEN BRINK, 2014), em animais
e humanos (SAPKOTA et al., 2008), o uso dessas substancias foi
desencorajado e até mesmo proibido, como no caso do verde malaquita
e da formalina.

Por outro lado, medicamentos a base de plantas e &cidos
organicos apresentam grande potencial como alternativa contra



57

infeccBes em aquicultura, porque sdo biodegradaveis e exibem uma
atividade antimicrobiana contra varias bactérias, parasitas e fungos.
Além disso, sdo uma alternativa preventiva na manutencao da satde de
peixes cultivados, tanto por atuar no trato intestinal inibindo o
crescimento de bactérias patogénicas, principalmente as Gram-
negativas, quanto auxiliando na digestibilidade e na absorcdo de
nutrientes, condicdes que podem beneficiar o desempenho zootécnico
dos animais (ZHENG, 2009; HOSSAIN et al., 2007; DEFOIRDT et al.,
2009; TALPUR, 2014; ADEL et al., 2015; VALLADAO et. al., 2015).

Dentre as plantas merece destaque a Mentha piperita (também
conhecida como Peppermint), uma erva perene pertencente a familia
Lamiaceae. E uma planta hibrida resultante do cruzamento entre
Spearmint (Mentha spicata) e Watermint (Mentha aquatica) (ISCAN et
al., 2002). Alguns autores encontraram resultados promissores com a
inclusdo desta erva na alimentacdo de peixes. ADEL et al. (2015)
observaram que a adi¢do do 6leo essencial (OE) de M. piperita a dieta
promoveu um maior crescimento e melhor conversdo alimentar, além de
melhorar os principais parametros hematoldgicos e imunolégicos do
caspian white Rutilus frisii kutum. Outros autores observaram o
desenvolvimento de atividade anti-helmintica do M. piperita em
pirarucu Arapaima gigas contra 0 monogéneo Dawestrema spp
(MALHEIROS et al., 2016); além da diminuicdo em até 70% da
prevaléncia de monogéneos Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus
thurstonae, Cichlidogyrus halli e Scutogyrus longicornis na tilapia do
Nilo Oreochromis niloticus (HASHIMOTO et al., 2016); e efeito
citotéxico contra |. multifiliis em estudo realizado in vitro
(VALLADAO et al., 2016).

Dentre os sais organicos, o butirato de sédio tem recebido grande
destaque devido aos efeitos positivos causados no trato intestinal de
diversos animais (GUILLOTEAU et al., 2010). Estudos indicam que o
butirato de sédio, além de proporcionar energia para as células epiteliais,
aumenta marcadamente a proliferacdo celular epitelial e sua
diferenciagdo, melhorando também a funcdo de barreira do colon. Em
um estudo realizado com suinos, a suplementacdo dietética de 0,17% de
butirato de sodio aumentou a proliferacdo celular no ileo de 33%,
resultando no crescimento adicional em 30% no comprimento dos vilos
(GALFI e BOKORI, 1990).

Dentre as espécies de peixes que apresentam um grande potencial
para a aquicultura continental no sul do Brasil, merece destaque o jundia
(Rhamdia quelen), principal espécie nativa produzida nesta regido
(BALDISSEROTTO, 2009). Esse potencial de producdo tem sido
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atribuido ao fato da espécie apresentar comportamento décil em
cativeiro e aparentemente um baixo nivel de estresse quando submetida
aos principais manejos de cultivo (ZANIBONI-FILHO e SCHULZ,
2003). Diante deste contexto, o objetivo do presente estudo foi de
avaliar o desenvolvimento zootécnico, a mucosa intestinal, a resisténcia
ao estresse e a infestacdo contra o parasito I. multifiliis de larvas de
jundid R. quelen alimentadas com dietas suplementadas com 6leo
essencial de M. piperita ou butirato de sddio.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratdrio de Biologia e Cultivo
de Peixes de Agua Doce (LAPAD) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), segundo procedimento aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais CEUA / UFSC, protocolo n® 3451200917. As larvas
de R. quelen foram obtidas a partir da reproducdo induzida de
reprodutores selvagens originarios do Alto rio Uruguai. Logo apo6s a
abertura da boca, as larvas foram alimentadas com nauplios de Artemia
sp. durante 15 dias. Apds este periodo, 900 larvas (29 £05mge 7,9 +
1,3 mm) foram distribuidas, aleatoriamente, em 15 unidades
experimentais contendo 20 L de agua (60 larvas por unidade
experimental) em sistema de recirculacdo de agua acoplado com filtro
bioldgico, com renovagdo constante e mantidos em &gua levemente
salinizada (2,4 g L* — sal marinho sem iodo), aeracdo constante e
submetidas ao fotoperiodo de 12 horas.

Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia (8, 11, 14 e 17
h) até a saciedade aparente durante os 30 dias do experimento. Cinco
dietas foram utilizadas: 0% (controle), dieta isenta da inclusdo de
aditivo; OE1% e OE2%, inclusdo de 1% ou 2% de 6leo essencial de M.
piperita na racdo, respectivamente; BS0,25% e BS0,50%, incluséo de
0,25% ou 0,50% de butirato de sodio (butirato de soédio 99%, Sigma-
Aldrich, MO-USA) na racdo, respectivamente. Cada tratamento
consistiu em trés repeticbes e o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado.

A alcalinidade, a am6nia ndo-ionizada (NHs) e o nitrito (NOy)
foram determinados nos dias 1°, 10°, 20° e 30° do experimento, através
de um kit volumétrico (Alfa Tecnoquimica), pelo método do indofenol
(KOROLEFF, 1975) e pelo método descrito por GOLTERMAN et al.,
(1978), respectivamente. Os valores de oxigénio dissolvido,
condutividade, pH e temperatura da 4gua foram monitorados
diariamente com uso de sonda multiparametro YSI 556 MPS®.



Oleo essencial de Mentha piperita

O oleo essencial (OE) de M. piperita foi obtido no Laboratério de
Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia Ocidental
Amazonas, Brasil). As partes aéreas (folhas e/ou inflorescéncias) da
planta foram removidas para extragdo do OE pelo processo de
hidrodestilagdo. A andlise quimica do OE foi realizada por meio de
cromatografia gasosa com espectrometria de massa,
procedimento descrito por MORAIS et al. (2012), cuja composigdo

guimica esta apresentada na tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica do dleo essencial de Mentha piperita.

Pico OQOuant % IR Identificacéo
1 t 929 alfa-tuieno
2 0,8 937 alfa-pineno
3 0,1 953 3-metil-cicloexanona
4 04 975 sabineno
5 1,3 979 beta-pineno
6 0,6 991 mirceno
7 0,1 995 3-octanol
8 0,1 1026 orto-cimeno
9 35 1031 limoneno
10 2,1 1033 1,8-cineol
11 0,1 1039 cis-beta-ocimeno
12 0,1 1061 gama-terpineno
13 0,2 1069 cis-hidrato de sabineno
14 0,1 1089 terpinoleno
15 0,1 1099 linalol
16 0,1 1147 neo-isopulegol
17 0,1 1150 para-ment-3-en-8-ol
18 11,0 1156 mentona
19 22,5 1167 mentofurano
20 27,5 1177 mentol
21 1,0 1179 4-terpineol
22 0,2 1184 iso-mentol
23 0,3 1190 alfa-terpineol
24 12,8 1241 pulegona
25 0,6 1255 piperitona
26 0,7 1276 acetato de neo-mentila
27 12,5 1294 acetato de mentila
28 0,5 1416 trans-beta-cariofileno
29 0,1 1479 lactona de menta

*t: tragos, IR: indice de retencéo, Total identificado: 99,5%.

(Manaus,

seguindo
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Preparacdo das dietas

A racdo experimental foi formulada e produzida no Laboratério
de Nutricdo de Espécies Aquicolas — LABNUTRI (UFSC), com nivel de
proteina bruta (PB) 44,93%, extrato etéreo (EE) 9,83% e umidade 24%.

O aditivo alimentar butirato de sédio foi incorporado a racdo no
momento de sua formulacdo e preparacdo. JA o OE de M. piperita foi
adicionado seguindo a metodologia modificada de DAIKIRI et al.
(2013), utilizando o método convencional de aspersdo com pulverizador
manual e diluicdo de 1,5 ml de OE em 100 g de alcool PA 99,8% por
quilo de racdo. Apds as inclusdes, as ragdes foram secas & temperatura
ambiente por 24 h e posteriormente armazenadas a -18°C até sua
utilizagdo.

Analise de desempenho

Apbs o periodo experimental, foram quantificadas as larvas vivas
e medido o comprimento total das larvas, sendo posteriormente pesado,
individualmente, o lote de larvas contidas em cada unidade experimental
(UE). Os seguintes pardmetros de producdo foram avaliados:
comprimento médio final, peso médio final, biomassa final (BF) (BF =
peso final médio x n° de sobreviventes) e taxa de sobrevivéncia (S)
[S=(Populacéo final x 100)/ populacao inicial].

Avaliacdo de resisténcia ao estresse e desafio a infestagdo com I.
multifiliis

Foi estimado o vigor das larvas através do teste de resisténcia ao
estresse por exposicdo ao ar, com metodologia modificada de
ATENCIO-GARCIA et al. (2003), e teste de resisténcia a salinidade.
Nove larvas de cada UE foram capturadas aleatoriamente com um puca
pequeno e malha de 2 mm e expostas ao seu respectivo teste. Para o de
resisténcia ao ar, as larvas foram colocadas em papel absorvente e
expostas ao ar durante 60 min. Ja para o de resisténcia a salinidade, as
larvas foram imersas em agua com salinidade de 20 g L por 30 min.
Apobs esses periodos, as larvas foram transferidas para um recipiente
com 4gua retirada da propria UE e avaliada a sobrevivéncia
imediatamente apds o retorno e depois de 24 h.

Ao final do experimento, dez peixes de cada UE foram
transferidos para tanques-rede circulares com 20 cm de diametro (10 L)
e estocados em um tanque de fibra (volume de 1.000 L) em ambiente
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externo, experimentalmente infestado com I. multifiliis. Os peixes foram
observados diariamente até o aparecimento dos sinais clinicos da
infestagcdo (manchas brancas). Constatada a patologia, foram coletados e
uma raspagem foi realizada para remocdo e contagem dos trofontes. A
infestacdo foi realizada pelo método de coabitacdo por quatro dias com
juvenis de carpa-capim Ctenopharingodon idella (n=40) parasitados
com |. multifiliis. Os peixes (carpa-capim) infestados foram mantidos
fora dos tanques-rede, seguindo a metodologia, descrita por ABDEL-
HAFEZ et al. (2014b), modificada. Os juvenis de carpa-capim foram
obtidos de uma unidade experimental de piscicultura e ja se
encontravam infestados com I. multifiliis.

Para coleta dos trofontes os peixes foram anestesiados com
eugenol (75 mg L) e eutanasiados por comogdo cerebral. Os trofontes
foram raspados da superficie corporal com auxilio de laminula e
transferidos para alcool 70%, com volume padronizado (30 mL) para
todas as coletas. Para contagem, uma aliquota de 1 mL da solu¢do foi
retirada apds homogeneizacdo da amostra, e 0s trofontes foram
quantificados a partir da contagem direta com o auxilio de camara de
Sedgewick-Rafter em microscépio Optico. Este processo foi realizado
trés vezes por amostra. Calculou-se a quantidade média de trofontes por
mL e estimou-se a contagem total para o volume da amostra, assim
registrada a taxa de prevaléncia (nimero de peixes infectados / nUmero
de peixes analisados x 100) e a intensidade média da infestagdo (nUmero
total de trofontes na amostra / nimero de peixes infestados pelos
trofontes).

Analises histoldgicas

Ao final dos 30 dias de experimento, para auxiliar a avaliacdo da
suplementacdo dietética com butirato de sodio e 6leo essencial de M.
piperita, foi amostrada a porc¢do inicial do intestino (trés peixes de cada
UE). O material coletado foi identificado, fixado em solucdo de
formalina tamponada 10% por 24 h, lavado em &lcool 70% (3 x 15 min)
e armazenado em &lcool 70% até o processamento para andlise
histologica.

Os intestinos foram desidratados em uma série ascendente de
solucbes alcodlicas (70, 80, 90 e 100%), processados em parafina
seguindo técnicas de rotina para cortes transversais de 3 pm de
espessura, usando um micrétomo manual Leica RM 2245, e
posteriormente coradas com hematoxilina-eosina (HE). As imagens
foram capturadas usando um microscépio de luz Zeiss AxioVert. Al
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com uma camera acoplada (Axiocam ERc5s), e analisadas com o auxilio
de software de analise de imagem Zen Lite 2012.

As analises do intestino consistiram em determinar a quantidade
das vilosidades, assim como seu dimensionamento (comprimento,
largura e perimetro), além da quantidade de células caliciformes contida
nos vilos da mucosa intestinal.

Analise estatistica

Para comparar as médias entre os tratamentos foram analisadas a
normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilks e a
homocedasticidade da variancia aplicando o teste de Levene. Uma vez
encontrada a diferenga entre os tratamentos (ANOVA), as médias foram
comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o
software Statistica® versédo 7.0.

RESULTADOS

Os parametros de qualidade de agua apresentaram valores
semelhantes entre os tratamentos (p>0,05), sendo considerados
adequados para a espécie estudada (BALDISSEROTTO e SILVA
2004), com valores médios (+ desvio padrdo) de oxigénio dissolvido 7,2
+ 0,22 mg L; salinidade 2,4 + 0,08 g L; temperatura 25,2 + 0,13 °C;
pH 7,83 + 0,21; condutividade 4.352,1 + 21,54 uS cm™. A amonia néo-
ionizada foi de 0,08 + 0,11 mg L, o nitrito de 0,01 £+ 0,01 mg L e a
alcalinidade foi de 48,2 + 5,63 mg CaCO3 L.

As diferentes dietas testadas ndo afetaram a resisténcia das larvas
ao estresse pela exposicdo ao ar ou a agua salinizada, havendo
semelhanga na sobrevivéncia (p>0,05) dos peixes submetidos aos
distintos tratamentos (Tabela 2).

A suplementacéo dietética com 6leo essencial de M. piperita (1
ou 2%) ou com butirato de sddio (0,25 ou 0,50%) néo foi capaz de inibir
a infestacdo por I. multifiliis no tegumento dos peixes. A intensidade
média dos trofontes no muco das larvas de R. quelen foi semelhante
entre as dietas utilizadas no experimento (p>0,05). Controle: 429,0 £+
40,0; OE1%: 442,3 + 47,0; OE2%: 410,0 + 68,0; BS0,25%: 434,0 +
61,0 e BS0,50%: 390,3 + 85,0, sendo observado o valor de 100% de
prevaléncia em todos os tratamentos.

As larvas suplementadas com 0,50% de butirato de sddio
(BS0,50%) em suas dietas apresentaram melhor desempenho em todos o
pardmetros zootécnicos analisados (p<0,05) em relacdo aos demais
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tratamentos (Tabela 3), exceto ao BS0,25% que foi semelhante em
relagdo ao comprimento, biomassa e sobrevivéncia final. A
suplementacdo por 30 dias com 0leo essencial de M. piperita, em 1 ou 2
%, ndo melhorou significativamente a performance do desempenho
zootécnico de R. quelen, havendo semelhanca quando comparado com o
tratamento controle (p>0,05). Os peixes alimentados com racdo
suplementada em 0,50% de butirato de sodio apresentaram peso médio
final e sobrevivéncia aproximadamente 54% e 70% superior aos peixes
do tratamento controle, respectivamente.

Tabela 2. Valores de sobrevivéncia (%) acumulada até as 24 h (média + desvio
padrdo) de larvas de jundia Rhamdia quelen alimentadas por 30 dias com
diferentes dietas e submetidas & exposicao ao ar (60 min) e a agua salinizada (20
g L) por 30 minutos. Controle = Ragdo; OE1% = Rac#o suplementada com 1%
de 6leo essencial de Mentha piperita; OE2% = Racédo suplementada com 2% de
6leo essencial de Mentha piperita; BS0,25% = Racéo suplementada com 0,25%
de butirato de sodio; BS0,50% = Racdo suplementada com 0,50% de butirato de
sodio.

Desafio ao estresse

Dietas Exposicéo ao ar Salinidade
Controle 70,3+ 13,8 88,9+9,1
OE1% 66,7 +9,1 88,9+ 15,7
OE2% 66,7 £ 15,7 815+5.2
BS0,25% 85,2+13,8 88,9+ 15,7
BS0,50% 77,8+ 15,7 85,9+5,.2

*Nao foram detectadas diferengas significativas entre esses parametros (p>
0,05).

Tabela 3. Desempenho zootécnico de larvas de Rhamdia quelen (média + DP)
alimentadas por 30 dias com diferentes dietas. Controle = Racdo; OE1% =
Ragdo suplementada com 1% de 6leo essencial de Mentha piperita; OE2% =
Racdo suplementada com 2% de 6leo essencial de Mentha piperita; BS0,25% =
Ragdo suplementada com 0,25% de butirato de sédio; BS0,50% = Racdo
suplementada com 0,50% de butirato de sodio.

Comprimento  Peso Médio Biomassa  Sobrevivéncia

Dietas  predio Final (cm)  Final (9)  Final (g) (%)

Controle 3,65+ 0,06° 0,52 +£0,05¢ 14,81 +1,50° 47,77 +4,15¢
OE1% 3,58 £0,10° 0,49 +£0,02¢ 18,16 + 1,66° 62,22 + 5,66
OE2% 3,69 +£0,14° 0,52 +0,01¢ 17,81+ 3,04 56,66 + 5,44¢

BS0,25% 3,93 £0,11% 0,67 £0,03" 30,83 +0,74% 76,66 +2,72%®

BS0,50% 4,23 £0,15° 0,80 £ 0,05* 38,91 +4,20° 81,11 +4,15°

*Valores sobrescritos com letras distintas em uma mesma coluna sao
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Os intestinos dos peixes originarios de todos os tratamentos se
encontravam  integros, sem  descolamento, sem infiltrados
linfoeosinofilicos e sem necrose. As larvas suplementadas com 0,50%
de butirato de sédio (BS0,50%) apresentaram maior largura dos vilos do
que as dos demais tratamentos (p<0,05) e maior quantidade de células
caliciformes do que as larvas originarias do tratamento controle ou que
foram suplementadas com o 6leo essencial (Tabela 4). Ao comparar
com a morfologia do tecido intestinal das larvas do tratamento controle,
a suplementacdo de 0,50% de butirato de sédio aumentou a largura dos
vilos e a quantidade de células caliciformes em aproximadamente 50%.
Apesar disso, houve semelhanga no numero de vilos da mucosa
intestinal das larvas submetidas as diferentes dietas (p>0,05).

Tabela 4. Histomorfologia do intestino das larvas de jundia Rhamdia quelen
alimentadas com diferentes dietas. Controle = Racdo; OE1% = Racéo
suplementada com 1% de dleo essencial de Mentha piperita; OE2% = Racéo
suplementada com 2% de dleo essencial de Mentha piperita; BS0,25% = Ragédo
suplementada com 0,25% de butirato de sodio; BS0,50% = Racédo suplementada
com 0,50% de butirato de sédio.

Dietas

Controle  OE1% OE2%  BS0,25% BS0,50%

14,0 + 9,7+ 11,7 + 12,3 + 11,7 +
2,42 0,52 0,52 0,62 4,12

Comprimento 1615+ 1274+ 1797+ 2052+ 1753%
dos vilos (um) 5,62 16,0° 19,8% 14,72 31,5%

Largurados 584+ 57,0 £ 61,7 = 69,5+ 89,2 =

N° de vilos

vilos (um) 5,7° 3,2 4,4b 3,7° 6,22
N° de células 9,7 + 9,3+ 10,7 £ 12,3 + 14,3 +
Caliciformes 0,5¢ 0,9¢ 0,9bc 0,32 0,62

Perimetro dos 5.541,0+ 3.030,0 5.184,6 + 6.653,5+ 5.133,0+
vilos (um) 463,72  +50,3> 1.437,02 809,98 1.662,0%

*Valores sobrescritos com letras distintas em uma mesma linha sdo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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DISCUSSAO

Durante a realizacdo dos testes de estresse, tanto no de exposigédo
ao ar como a agua salinizada, ndo se observou diferenga significativa na
sobrevivéncia das larvas que receberam suplementagdo com butirato de
sodio, M. piperita ou apenas a dieta controle. Estes resultados indicam
gue a capacidade das larvas de R. quelen de resisténcia ao estresse ndo é
alterada pela inclusdo de butirato de sodio ou do 6leo essencial de M.
piperita na dieta. Pelo contrario, a suplementagdo com esses aditivos
tém demonstrado que tanto os acidos organicos (HOSSAIN et al., 2007,
DEFOIRDT et al., 2009), como os 6leos essenciais (ADEL et al.; 2015;
GABRIEL et al.,, 2015; ANDRADE et al.,, 2016) sdo alternativas
preventivas na manuten¢do da salde de peixes cultivados, por atuar no
trato intestinal inibindo o crescimento de bactérias patogénicas,
principalmente as Gram-negativas, condicdo que auxilia na
digestibilidade e na absorcdo de nutrientes, podendo inclusive afetar o
desempenho zootécnico dos animais. Essas alteragBes metabdlicas
podem promover o declinio nos teores de gordura, triglicerideos e
colesterol, e dessa forma podem aumentar a capacidade cardiovascular
dos peixes (TALPUR, 2014).

O melhor desempenho nos parametros zootécnicos proporcionado
pela dieta suplementada com butirato de sédio também foi encontrado
para outras espécies. Foi verificado aumento no crescimento da dourada
Sparus aurata com a suplementagdo dietética de 0,3% de butirato de
sodio comercial (ROBLES et al., 2013) e melhoria no ganho de peso e
conversao alimentar da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus e da carpa
comum Cyprinus carpio alimentadas com dieta suplementada com
butirato de sédio na proporcdo entre 0,5 e 1,5% (ZHENG, 2009). Essa
melhoria de desempenho das larvas tem sido atribuida a acdo do butirato
no aumento da disponibilidade de aminoécidos essenciais e derivados de
nucleotideos, além de aumentar a atividade de transmetilacdo, condicdes
gue auxiliam na sintese de alguns aminoacidos (ROBLES et al., 2013).

Este melhor desempenho do crescimento pode ser associado ao
efeito benéfico do butirato de sodio sobre o epitélio intestinal.
Alteragcdes na morfologia intestinal sdo importantes e podem afetar a
taxa de crescimento (TIAN et al., 2017). Neste estudo, a morfologia da
mucosa intestinal das larvas de R. quelen apresentou aumento
significativo na largura dos vilos e na quantidade de células caliciformes
dos peixes que foram suplementados em suas dietas com 0,50% de
butirato de sodio, quando comparado aos demais tratamentos. A mucosa
intestinal de juvenis de carpas (Cyprinus carpio) suplementadas com 1,5
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ou 3,0 % de butirato de sddio também sofreu alteracdo, sendo observado
um aumento na altura dos vilos (LIU et al., 2014). Essa melhoria na
condicdo intestinal tem sido atribuida a capacidade do butirato de sddio
em fornecer energia para o crescimento epitelial (LI1U et al., 2014). Tal
caracteristica do butirato de sodio se deve principalmente pelo fato de
ser uma substancia solivel em gordura e poder ser rapidamente
absorvida e utilizada pelas células epiteliais entéricas (ROEDIGER,
1980). A provisdo de energia extra para estas células é ainda ampliada
pela diminui¢do da oxidacdo da glicose e dos aminoacidos, usando o
butirato como combustivel (ROBLES, et al., 2013).

A M. piperita utilizada como suplemento alimentar também
promoveu melhorias no desempenho zootécnico de algumas espécies de
peixes (TALPUR, 2014; ADEL et al., 2015). A suplementacdo com 3%
de M. piperita para juvenis de Rutilus frisii kutum promoveu melhores
valores de ganhos de peso e de conversdo alimentar (ADEL et al.,
2015). De modo semelhante, juvenis de Lates calcarifer alimentados
por 30 dias com suplementacdo dietética de 2 a 5% de M. piperita,
apresentaram melhores valores de crescimento, ganho de peso e
conversdao alimentar (TALPUR, 2014). No presente estudo a
suplementacdo em até 2% com M. piperita promoveu uma discreta
melhora dos parametros avaliados no estudo, porém, ndo de forma
significativa. Possivelmente as larvas de R. quelen necessitam de
suplementacbes dietéticas com M. piperita maiores que 2% para
influenciar na melhoria do desempenho.

Considerando que a Mentha sp. atua como um ativador de apetite,
aumentando significativamente a ingestdo diaria de alimentos
(NOBAKHT ¢ MEHMANNAVAZ, 2010), é esperado que doses
adequadas promovam melhoraria do desempenho zootécnico das larvas
alimentadas com dieta suplementada com M. piperita. Apesar dos
juvenis de Lates calcarifer alimentados com dieta suplementada com
valores entre 2 e 5% de M. piperita terem apresentado melhor
desempenho  zootécnico, somente quando receberam 5% de
suplementacdo com M. piperita é que apresentaram aumento de
sobrevivéncia ap6s o desafio com Vibrio harveyi (TALPUR, 2014).

A inclusdo do 6leo essencial de M. piperita na dieta propicia uma
rapida absorcao apds a ingestdo, causando efeitos positivos no intestino
de peixes (ADEL et al., 2015). Esse beneficio na morfologia das células
intestinais, provendo alteracdo das dimens@es dos vilos e da quantidade
de células caliciformes, foi apenas discretamente observado em juvenis
de R. quelen suplementadas com 2% da substancia, porém sem diferenca
significativa em relacdo ao tratamento controle.
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As dietas suplementadas com M. piperita tém causado outros
efeitos em peixes, tais como uma maior atividade bactericida do muco
da pele sobre quatro espécies bacterianas testadas (Streptococcus iniae,
Yersinia ruckeri, Listeria monocytogenes e Escherichia coli) para
caspian white (Rutilus frisii kutum) (ADEL et al., 2015); ou ainda, a
capacidade de aumentar os teores de globulina (ABASALI e
MOHAMAD, 2010), um fator priméario reconhecido por manter o
sistema imunoldgico saudavel e as funcBes imunes do sangue,
fortalecendo assim a imunidade inata (NYA e AUSTIN, 20093, b), ou
mesmo pelo efeito citotdxico da M. piperita contra I. multifiliis
(VALLADAO et al., 2016).

Considerando a importancia do muco da pele dos peixes como
uma primeira barreira de defesa contra a infestacdo do parasito I.
multifiliis, haja vista que em sua fase teronte penetra na epiderme e
epitélio dos peixes, movendo-se entre duas células epiteliais para as
camadas epidérmicas subjacentes, passando a residir e se alimentar na
epiderme do hospedeiro na fase trofonte (AIHUA e BUCHMANN,
2001). A suplementacdo da dieta com 2% de M. piperita ndo foi uma
barreira eficaz contra a infestacdo das larvas de R. quelen pelo parasito I.
multifiliis.

Ja o butirato de sddio é reconhecido por exercer influéncia sobre
as funcdes celulares relevantes para a salde, como a inibicdo de
inflamacéo, refor¢ando assim varios componentes de defesa e reduzindo
0 estresse oxidativo (HAMER et al., 2008). Apesar disso, 0s juvenis de
jundia ndo se mostraram mais resistentes a infestacdo por I. multifiliis
mesmo quando receberam dieta suplementada com até 0,50% de
butirato de s6dio, mantendo a mesma intensidade média de infestacdo e
de prevaléncia dos peixes do tratamento controle. Em todos os
tratamentos foram observadas infestacdes consideradas severas. De
acordo com XU et al. (2009), a infestacdo severa é caracterizada pela
presenca de mais de 100 trofontes por peixes.

CONCLUSAO

E recomendada a suplementacéo dietética de larvas de R. quelen
com 0,50% de butirato de sédio por 30 dias, pois essa inclusdo melhora
a condicdo intestinal e o desempenho zootécnico dos peixes. Apesar
disso, a suplementacdo de até 2% de 6leo essencial de M. piperita,
durante 30 dias, ndo foi suficiente para alterar a morfologia intestinal e
nem o desempenho zootécnico das larvas de R. quelen. A infestagdo dos
juvenis de R. quelen por |I. multifiliis ndo foi afetada pela
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suplementacdo, durante a larvicultura, de até 2% de M. piperita ou de
até 0,50% de butirato de sédio na dieta, de modo que 0s peixes
suplementados ndo se mostraram mais resistentes a infestacdo pelo
parasito. Essas descobertas podem ter importante implicacéo na reducédo
da duracdo do tempo para a producdo de juvenis de R. quelen e devem
ser levadas adiante com novos estudos.
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3. CONCLUSAO

A realizacdo deste estudo demonstrou que o 6leo essencial de
Mentha piperita é um produto com potencial anestésico para o jundia
Rhamdia quelen. Doses de 80 mg L* promovem a anestesia profunda
em aproximadamente quatro minutos de exposicdo e a completa
recuperacdo dos peixes em cerca de sete minutos apos retorno a agua
livre do anestésico. De acordo com os critérios para selecdo de um
agente anestésico eficaz, essas sdo caracteristicas seguras e
recomendadas para anestesia em peixes. Porém, ele se torna tdxico para
juvenis de Rhamdia quelen de acordo com a relacdo
tempo/concentracdo. Esta toxicidade ocorre quando 0s peixes sdo
expostos por quatro horas em concentragdes superiores a 50 mg L7,
apresentando CL so_4n de 75 mg L.

As branquias dos juvenis de Rhamdia quelen podem ser
consideradas boas indicadoras da toxicidade causada pela exposicao
prolongada ao 6leo essencial de Mentha piperita. Concentracdes a partir
de 20 mg L* provocam lesdes nos tecidos branquiais apds quatro horas
de exposicdo, tais como: congestdo do seio venoso da lamela primaria e
na base da lamela secundaria; hiperplasia interlamelar e com fuséo das
lamelas; descolamento do epitélio; dilatagdo do seio venoso; edema
justalamelar e aneurisma.

A suplementacéo dietética de larvas de R. quelen com 0,50% de
butirato de sddio por 30 dias é recomendada, pois essa inclusdo melhora
a condicdo intestinal, com aumento da largura dos vilos e quantidade de
células caliciformes, e as taxas de sobrevivéncia, crescimento e 0 peso
final dos peixes. Apesar disso, a suplementacdo de até 2% de Oleo
essencial de M. piperita, durante 30 dias, ndo foi suficiente para alterar a
morfologia intestinal e nem o desempenho zootécnico das larvas de R.
quelen.

A infestacdo dos juvenis de R. quelen por I. multifiliis ndo foi
afetada pela suplementacdo, durante a larvicultura, de até 2% de M.
piperita ou de até 0,50% de butirato de sédio na dieta, de modo que os
peixes suplementados ndo se mostraram mais resistentes & infestacéo
pelo parasito.

Essas descobertas podem ter importante implicacdo na redugéo da
duracdo do tempo para a producdo de juvenis de R. quelen e devem ser
levadas adiante com novos estudos que busquem encontrar a
concentracgdo 6tima de inclusdo desses aditivos alimentares.
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