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RESUMO

Os oOleos essenciais sdo obtidos a partir de materiais vegetais, que
possuem atividades antibacterianas, antioxidantes, propriedades
antivirais e antiflngicas, substituindo o uso de quimioterapicos no
tratamento e profilaxia na piscicultura. Este estudo verificou a a¢do do
Oleo essencial de Mentha piperita na prevencdo de estreptococose em
tilapias-do-nilo. Um total de 300 peixes com aproximadamente 5 g
foram divididos em 20 tanques com 15 peixes em cada e alimentados
com ragdo suplementada com o 6leo essencial nas concentracfes de
Mentha o,075; Mentha o,125; Mentha o259 € ndo suplementada (controle e
controle com alcool de cereais) durante 50 dias, em quadruplicata. Ao
final do periodo, quatro peixes de cada tanque foram utilizados para as
analises hemato-imunoldgicas e os animais restantes foram submetidos
a anoxia e desafiados com injecdo intraperitoneal (i.p.), utilizando 1 x
107 UFC g de S. agalactiae. Durante sete dias apds a infeccdo, os
peixes foram monitorados para o0 registro do comportamento e
mortalidade. Os indices de desempenho zootécnico foram aferidos com
base em biometrias quinzenais e ndo apresentaram diferenca signicativa,
assim como os hematoldgicos. A proteina plasmatica total foi mais alta
nos peixes alimentados com Mentha o.125% do que nos alimentados com
Mentha ¢.25%. A suplementacdo com M. piperita foi capaz de manter o
consumo de alimento dos animais no primeiro dia apds o desafio, ao
contrdrio dos animais ndo suplementados. A suplementacdo com M.
piperita aumentou a resisténcia dos peixes ap6s o desafio com S.
agalactiae, onde Mentha .25 apresentou maior sobrevida.

Palavras-chave: Aquicultura; Piscicultura; Horteld-pimenta;
Fitoterapico; Suplementacdo dietaria.






ABSTRACT

Essential oils are obtained from vegetal material and present
antibacterial activities, antioxidant, antiviral, antifungal properties and
may replace the use of chemoterapeutics for treating and prophylaxis in
fish farm. This study verified the influence of essential oil of Mentha
piperita in the prevention of streptococcus in Nile tilapia. A total of 300
fish with approximately 5 g were divided into 20 tanks with 15 fish each
were fed diet supplemented with essential oil at concentrations of
Mentha o075, Mentha o.125; Mentha o250 and no feed supplemented
(control and control with cereal alcohol) in quadruplicate, during 50
days. At the end of the period, the animals were challenged
intraperitoneally (i.p.) with S. agalactiae and four fish from each tank
were used for hemato-immunological analysis. During seven days after
infection, the fish were monitored every three hours for mortality
registration. Zootechnical performance indexes were measured based in
the biometries each 15 days along the experimente and did not present
significant difference as well as the hematological parameters. Total
plasmatic protein was higher in fish fed Mentha o125 than those fed
Mentha o.25%. Supplementation with M. piperita was able to keep the
food consumption in fish one day after challenge, contrary to that found
in unsupplemented fish. Mentha piperita supplementation at 0.25%
increased the fish resistance after challenge with S. agalactiae.

Keywords: Aquaculture; Fish farming; Peppermint; Phytoterapic;
Dietary supplementation
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INTRODUCAO GERAL
SANIDADE DE PEIXES

Simultaneamente ao desenvolvimento da produgdo do setor
aquicola, existe a necessidade de manejo adequado nos cultivos,
direcionando atencdo ao ambiente aquatico e a sanidade dos animais
cultivados (MARTINS, 2004). A extin¢do de enfermidades nos cultivos
trata-se de uma pratica inevidvel, devido as questbes técnicas e
econbmicas. Portanto, o gerenciamento de técnicas para o controle e
prevencdo de doencas nas pisciculturas cumpre papel fundamental,
minimizando impactos ambientais (NOGA, 2010).

Os processos bioquimicos, metabolicos e fisioldgicos dos peixes,
sdo basicamente iguais aos dos mamiferos. Assim sendo, 0s peixes sao
vulnerdveis aos mesmos grupos de patdégenos que afetam animais de
sangue quente, abrangendo virus, bactérias, fungos e parasitos (NOGA,
2010). Contudo, 0 estresse exerce uma fungdo importante na ocorréncia
de doencas em peixes (SCHRECK, 2000).

Os parametros sanguineos podem ser utilizados como indicadores
bioldgicos no controle da salde dos peixes e do ambiente, sendo um
rapido instrumento na identificacdo do estresse (TAVARES-DIAS,
2009). Essas informacBes podem ser usadas a fim de aferir o estado
fisiolégico dos organismos padronizando as condi¢des ideais de cultivo
(ARAUJO et al.,, 2009). Como exemplo, as variaveis referentes ao
eritrograma ajudam no diagndstico de processos de anemias, enquanto o
leucograma ajuda na identificacdo de processos infecciosos e outros
estados de desequilibrio homeostatico, como a toxicidade de uma
substancia (RANZANI-PAIVA et al., 2004).

O sistema imunologico de peixes é composto por sistema inato e
adaptativo, a imunidade néo especifica é importante para esses animais,
além de exercer funcdo fundamental na ativacdo da resposta
imunoldgica adquirida (MAGNADOTTIR, 2006, 2010; URIBE et al.,
2011). Esta resposta pode promover efeitos inibitdrios do estresse agudo
ou cronico, originando reducdo na sua resisténcia a doencas
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; BARCELLOS et al, 2004).

ENFERMIDADES BACTERIANAS EM TILAPIAS

A intensificacdo dos cultivos, além dos beneficios na producéo,
apresenta como consequéncia alteracdo na qualidade da agua e estres



22

se crbnico nos peixes, devido ao confinamento e a0 manejo (ou estresse
provocado pelo manejo), situacdo que pode facilitar a proliferacdo de
patégenos (MARTINS, 2004). Tais condigdes adversas enfrentadas por
organismos cultivados, reduzem a capacidade imunoldgica, as quais
podem promover a manifestacdo de doencas e, consequentemente causa
a mortalidade dos peixes (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Os surtos de enfermidades ocorrem quando um desequilibrio
aumenta a susceptibilidade do hospedeiro, comumente as condicGes de
estresse que ocorrem no ambiente de cultivo (MORAES; MARTINS,
2004; PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008). Em razdo de sua
rusticidade, primeiramente as tilapias foram consideradas mais
resistentes as bactérias, fungos, parasitos e doencas virais, quando
comparadas as demais espécies de peixes cultivaveis (AMAL;
ZAMRISAAD, 2011). Mesmo assim, diversas doencas infecciosas e
parasitarias sdo observadas no cultivo deste peixe.

As enfermidades bacterianas, comumente de carater sistémico,
costumam causar altas taxas de mortalidade na piscicultura
(PAVANELLLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008). Dentre as bacterioses que
afetam a tilapicultura destacam-se 0s géneros Streptococcus,
Francisella, Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio,
Edwardsiella e Enterococcus (EL - SAYED, 2006, SILVA et al., 2009,
DONG et al.,, 2015). Quando presentes no ambiente estagnam o
desenvolvimento do cultivo, devido aos inimeros sinais clinicos
provocados, que podem levar a mortalidade (KUBITZA, 2008).

Os microrganismos do género Streptococcus sdo classificadas
como cocos Gram positivos, medem aproximadamente 1 um de
didametro, constituem cadeias, sdo catalase-negativas, anaerobias
facultativas e iméveis (ROBERTS, 2012). Estreptococose € um
problema global e ascendente na aquicultura, em razdo a grande
distribuicdo geografica de seus agentes causadores, a ampla variedade
de espécies de peixes afetadas, as elevadas mortalidades causadas, altos
custos com o tratamento, a redugdo no crescimento e a dificuldade na
comercializagio dos animais (JIMENEZ et al., 2007).

A forma de transmissdo pode dar-se por meio do contato direto
entre o peixe infectado e saudavel, ou pelo contato indireto, através da
agua e pelas fezes dos animais infectados, onde a bactéria pode
permanecer na coluna d’agua aumentado a probabilidade de propagagéo
via fecal-oral (FIGUEIREDO; MIAN; GODQY, 2007; NGUYEN et al.
2002). Outro modo é a via oral, por meio do canibalismo dos peixes
mortos ou moribundos induzindo a propagagdo da doenca
(WONGSATHEIN, 2012).
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A patogenicidade de Streptococcus spp. estd associada as

condicdes de estresse relacionado a qualidade da agua e condicdes de
criacdo intensiva (BUNCH; BEJERANO, 1997). Geralmente tilapias
infectadas com estreptococose mostram sinais clinicos distintos,
dependendo da espécie de Streptococcus e da tilapia (CONROY, 2009).
Os sinais clinicos que mais se destacam sdo: natacao erratica, anorexia,
escurecimento da pele, letargia, curvatura do corpo, exoftalmia junto a
opacidade de cornea e/ou hemorragia intraocular uni ou bilateral,
sufusbes no opérculo e base das nadadeiras, ulceracdo da epiderme e
morte. As lesBes internas sdo caracterizadas por congestdo branquial,
hepatomegalia e esplenomegalia acompanhada de congestdo, ascite e
encefalomalacea (SALVADOR et al. 2003, 2005, FIGUEIREDO et al.
2006, TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; MARCUSSO et al. 2015;
MARCUSSO; SALVADOR; MARINHO-NETO, 2017). A infeccdo por
S. agalactiae nos peixes, causa doenca septicémica, ou seja, a bactéria
multiplica-se na corrente sanguinea e em diversos 6rgdos, como figado,
baco e rim (PLUMB, 1999; BHUJEL, 2014; YAMASHITA et al.,
2015).
O fato de S. agalactiae oferecer risco zoondtico afeta também a
seguranca alimentar associada ao consumo do pescado (PEREIRA et al.,
2010). Para controle da estreptococose na piscicultura, utiliza-se ragdes
medicadas com antibi6ticos. Ainda assim, este tratamento ndo é téo
efetivo em diagnosticos tardios (FIGUEIREDO, GODOY,; LEAL,
2008). Em casos de infeccdo avancada, os peixes param de se alimentar,
restringindo o resultado do tratamento (KUBITZA, 2001). O uso de
guimioterapicos no ambiente aquatico pode gerar amplo impacto como a
selecdo de patdgenos resistentes e 0 acumulo de residuos quimicos na
agua e no musculo (FIGUEIREDO; LEAL, 2008). Atualmente, poucos
antibidticos sdo legalmente aprovados para uso na aquicultura e varios
paises rejeitam a importacdo de pescado tratado com antibidticos
sintéticos (GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014). No Brasil somente
dois principios ativos autorizados em produtos formulados pelo
Ministério da Agricultura para emprego na aquicultura: o florfenicol e
oxitetraciclina (REZENDE, 2012; ANDRADE; SOUSA; MORAIS,
2017). Este Gltimo, ndo é capaz de promover a cura completa em casos
de infeccdo pela bactéria Streptococcus agalactiae em tilapias, levando
ao aparecimento de portadores assintomaticos e ocasionando a
persisténcia do agente bacteriano na producdo (FARIA et al., 2013). Ha
um outro medicamento, a neomicina, destinada apenas a peixes
ornamentais (PADUA; FILHO; CRUZ, 2012).
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Outra opcdo consiste nas vacinas, porém propiciam protecdo
espécie-especifica contra uma Unica enfermidade, a medida que 0 uso
profilatico de substancias imunomoduladoras pode preparar 0 organismo
a combater um vasto nimero de agentes etioldgicos (DUGENCI et al.,
2003). Existe no Brasil vacina comercial ja disponivel para peixes
contra S. agalactiae (grupo b), a AquaVac Strep As, com comprovada
eficiéncia contra a infeccdo (ZANOLO, 2011). Todavia, sua aplicacao
compreende custos e demanda manejo dos animais, além de ser
recomendada apenas para peixes com mais de 15 g (PRIDGEON;
KLESIUS, 2013).

Segundo Noga (2010) a supressdao de enfermidades na
piscicultura é considerada inviavel, em razdo de questBes técnicas e
econdmicas. Desse modo, o gerenciamento de estratégias para o
controle de doengas no cultivo de peixes cumpre papel essencial com
maior importancia no futuro, mitigando impactos ambientais. O éxito da
piscicultura é consequéncia da manutencdo de um ambiente livre de
fatores nocivos que possam causar prejuizos aos animais e comprometer
a producdo (MARTINS et al., 2010).

USO DE FITOTERAPICOS

Para combater as enfermidades ocorrentes nos cultivos, o uso de
antibidticos e quimioterapicos no tratamento e profilaxia de organismos
aquaticos tem sido largamente criticado por seu impacto negativo, e com
isso o desenvolvimento e uso de fitoterapicos como alternativa aos
antibidticos no tratamento de doencas estdo se destacando no setor de
sanidade de organismos aquaticos (SAHU et al., 2007). O fato de
geralmente, os fitoterapicos serem eficazes quando comparados aos
guimioterapicos sintéticos, mais baratos e ainda pode melhorar as
fungdes imunoldgicas ndo especificas dos peixes (MURTHY; KIRAN,
2013; BULFON; VOLPATTI; GALEOTTI, 2015) proporciona o
crescimento da procura por uma alternativa natural, no desenvolvimento
de novas estratégias de suplementacdo dietética que promovam
crescimento e salide (DENEV, 2008).

Produtos naturais sdo compostos bioativos obtidos a partir de
matéria-prima vegetal, como extrato, tintura, éleo, cera, exsudato, suco,
entre outros produtos (ANVISA, 2003). Por definicdo, fitoterapicos
consistem em produtos obtidos de plantas medicinais, ou seus derivados,
com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (BRASIL, 2011). S&o
geralmente oriundos de plantas medicinais, e suas aplicacdes
terapéuticas incluem tratamento e prevencdo de enfermidades. Séo
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amplamente utilizados na medicina humana e vém despertando interesse
para a aquicultura por serem mais seguros quando comparados aos
produtos sintéticos normalmente utilizado, por motivo de sua menor
toxicidade, menor impacto ambiental relacionado & contaminacdo de
corpos d’agua, diminui¢do dos residuos quimicos na carne dos animais e
menor risco de selecdo de patdgenos resistentes (COIMBRA et al.,
2006).

Fitoterapicos sdo medicamentos obtidos do uso exclusivo de
partes dos vegetais ou o proprio vegetal como matéria-prima (ANVISA,
2011; VALLADAO, 2014). Os fitoterapicos tém sua propriedade
descrita ha séculos no tratamento de infec¢des bacterianas e parasitérias
de humanos e animais (SILVA; FERNANDES-JUNIOR, 2010).

O fator principal que estimula as pesquisas na descoberta de
antimicrobianos a partir de espécies vegetais é a necessidade de novos
compostos para classes terapéuticas (COWAN, 1999). Algumas das
solucbes para o controle e prevencdo de doencas em peixes é o
desenvolvimento de vacinas (PRIDGEON; KLESIUS, 2013) e dietas
imunoestimulantes (SKALLI et al., 2013), sendo que dentro destas,
varios fitoterapicos tém mostrado resultados promissores na profilaxia
de doencas e melhora de resposta imunoldgica (SAMAD et al., 2014;
VASEEHARAN et al., 2014; BRUM et al., 2017).

O uso de plantas como aditivos na racdo pode ser uma alternativa
na prevencdo de doencas infecciosas na aquicultura, pois estimulam o
mecanismo de defesa celular e humoral ndo especifica em peixes
(MAQSOOD et al, 2011; TALPUR; IKHWANUDDIN; BOLONG,
2013; TALPUR, 2014). Por exemplo, M. piperita na dieta de peixes
mostrou seus efeitos imunoestimulantes positivos elevando os elementos
humorais no soro como resultado de compostos bioativos presentes na
folha da planta, consequentemente aumentando a imunidade inespecifica
dos peixes (TALPUR, 2014). Os extratos vegetais comumente possuem
pelo menos um componente com propriedade antimicrobiana e vém se
destacando como  substdncias de efeito  imunomodulador
(KOTZEKIDOU; GIANNAKIDS; BOULAMATSIS, 2007).

H& um crescente interesse global no uso de principios ativos
vegetais como imunomoduladores na aquicultura (GOVIND;
MADHURI; MANDLOI, 2012; BULFON; VOLPATTI; GALEOTTI,
2015; AWAD; AWAAD, 2017). Imunomoduladores sdo compostos que
podem intervir nos mecanismos imunolégicos, com acdo estimulatéria
ou inibitoria, levando o animal a um estado mais saudavel (NUNES-
PINHEIRO et al., 2003). Diferentes produtos naturais possuem efeito
confirmado sobre o sistema imunoldgico, atribuindo ativacdo precoce
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para os mecanismos de defesa ndo-especificos e aumento na resposta
imune especifica de peixes. (VASEEHARAN; THAYA, 2013). Os
imunomoduladores sdo capazes de, concomitantemente, estimular
alguns mecanismos de defesa e suprimir outros (NUNES-PINHEIRO et
al., 2003), incrementar resisténcia do animal a doencas (BRICKNELL;
DALMO, 2005).

Os imunomoduladores podem imunoestimular ou imunossuprimir
0s animais, ou seja, aumentar ou diminuir os mecanismos de defesa do
hospedeiro (MASIHI, 2000). Elevam 0s mecanismos que compreendem
tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida, por meio da
ativacdo de células e mediadores, a medida que 0s imunossupressores
atuam exclusivamente sobre os mecanismos envolvidos na imunidade
adquirida (STITES; TERR, 1995).

Produtos naturais podem ser utilizados como prevencéo durante
as fases mais criticas do ciclo de producdo, onde os organismos
encontram-se mais suscetiveis a agentes infecciosos, como por exemplo
a larvicultura, manejos de classificacdo, transporte ou vacinagdo
(BRICKNELL; DALMO, 2005). Podem ser utilizados para
complementar a vacinacdo, ampliando sua eficacia e a magnitude da
resposta imune, principalmente ap6s a injecdo intraperitoneal da vacina
(MULERO, et al., 1998). Por outro lado, existem diversos relatos de
respostas ndo benéficos (BAULNY et al., 1996; KAWAKAMI
SHINOHARA,; SAKAI, 1998; BULLOCK et al., 2000, WHIPPLE;
GANNAM; BARTHOLOMEW, 2002) e toxicas (BULLOCK et al.,
2000, SALINAS et al., 2004).

A administracdo destes produtos pode ser feita de diferentes
formas, via injecdo intraperitoneal (i.p.), banho de imersdo ou
suplementacédo na dieta (SAHU et al, 2007).

Os fitoterapicos apresentam atividade antibacteriana contra
patégenos humanos (USHIMARU et al., 2012) e animais (DAL-POZZ0O
et al.,, 2011), e a alteracdo dos antibacterianos contemporaneos por
produtos naturais na aquicultura vem se elucidando em varios estudos.
Diferentes plantas medicinais mostram atividade contra relevantes
bactérias patogénicas de peixe, como extrato de Allium sativum contra
Aeromonas hydrophila de Pangasius hypophthalmus
(MUNIRUZZAMAN; CHOWDHURY, 2008), Rosmarinus officinalis
em Oreochromis sp. desafiadas com Streptococcus iniae (ABUTBUL et
al., 2004), Rosmarinus officinalis para Streptococcus iniae de
Oreochromis sp. (ZILBERG et al., 2010) todos com incluséo na racéo e
banhos de Centella asiatica também para tilapia com Flavobacterium
columnare (RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN,
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2010), Pangasius hypophthalmus alimentados com Calotropis gigantea
contra Edwardsiella tarda (MUNIRUZZAMAN; CHOWDHURY,
2008). Ha uma apreensdo com o aparecimento de cepas bacterianas
resistentes aos antibidticos e isso se deve especialmente ao uso
indiscriminado e sem conhecimento na aquicultura (CABELLO, 2006),
em contrapartida a capacidade dos fitoterapicos causarem resisténcia
bacteriana é baixa (KULKARNI et al., 2013).

Os Oleos essenciais tém se destacado como antiparasitarios e
antimicrobianos contra varios microrganismos, englobando os
deteriorantes de alimentos (CONNOR; BEUCHAT, 1984; OUATTARA
et. al, 1997), de medicamentos e produtos cosméticos (PINTO;
KANEKO; OHARA, 2003) e os que acometem plantas e animais
(ROMERO et. al. 1989; PINTO, 2010). Dentre os grupos existentes, 0s
6leos essenciais sdo 0s mais estudados como aditivos na alimentacdo
humana e animal, pois grande parte dos compostos ativos da planta
estdo presentes em maior quantidade no 6leo. (OETTING et al., 2005).

OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sdo extraidos de plantas geralmente por meio
do processo de arraste a vapor ou expressao de pericarpo de frutos
citricos. As matérias-primas usadas para sua producdo sdo as flores,
folhas, cascas, rizomas e frutos. Em sua composicdo apresentam
sobretudo mono, sesquiterpenos e fenilpropanoides, metabdlitos que
atribuem suas caracteristicas organolépticas (BIZZO; HOVELL,
REZENDE, 2009). Constituem o0s elementos volateis presentes em
muitos 6rgdos vegetais, e, estdo ligados com diversas funcdes
necessérias a sobrevivéncia vegetal, cumprindo funcéo significativa na
defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000; LIMA et. al, 2006).

Os Oleos essenciais sdo formados por inimeros compostos, as
vezes se sobressaindo alguns, e a sua atividade esta relacionada a acéo
destes compostos majoritarios e o conjunto de substancias (VANDAR-
UNLU et al., 2003; LIMA; CARDOSO, 2007).

Para Morais (2009), a composicdo quimica destes Oleos é
determinada por fatores genéticos. Entretanto, outros elementos podem
ocasionar alteracdes expressivas na producdo dos metabdlitos
secundarios. Estes metabdlitos importam uma conexado quimica entre as
plantas e o ambiente. Dentre estes fatores, podem-se destacar as
interacdes entre 0s microrganismos, insetos, idade, estadgio de
desenvolvimento, fotoperiodo, temperatura, pluviosidade, nutricéo,
época, horério de coleta, bem como técnicas de colheita, pés-colheita e a
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propria planta. Por exemplo, para horteld-pimenta em dias curtos
mentofurana exibe maior concentragdo, enquanto em dias longos séo
mentol e mentona que aprentam-se como marjoritarios (VOIRIN;
BRUN; BAYET, 1990). Assim como, a concentracdo de mentol é
diretamente proporcional aos niveis de potassio e invertamente ao de
nitrogénio (MORAIS, 2009).

E apropriado ressaltar que estes fatores podem mostrar
correlagBes entre si, ndo atuando isoladamente, podendo exercer
influéncia conjunta no metabolismo secundario (MORAIS, 2009).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais se da através da
expansdo da membrana, aumento da sua fluidez e permeabilidade,
desordenando as proteinas nela embebidas, inibindo a respiracdo e
alterando o processo de transporte de ions (TROMBETA et al., 2005).
Por meio de seus compostos arométicos e fenolicos, agem diretamente
na membrana citoplasmatica, provocando alteragdes na sua estrutura e
fungbes (HOLLEY; PATEL, 2005), desnhaturando e coagulando
proteinas, além de promover a suspensao dos processos Vvitais da célula,
como transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, reagfes como a
fosforilagdo e levando a perda do controle quimiosmético e morte
celular (DORMAN; DEANS, 2000).

O modo como os 6leos essenciais intensificam o desempenho dos
animais ainda nédo esta claramente definido, porém, admite-se que estes
compostos estimulam a secre¢do de enzimas enddgenas, digestdo,
palatabilidade, motivam a circulacdo sanguinea, desempenham ag&o
antioxidante, alteram a microbiota intestinal e auxiliam na reducédo de
infeccbes bacterianas, flngicas, virais e parasitarias, por exemplo,
diminuindo os niveis de bactérias patogénicas, consequentemente
podem melhorar o estado imunolégico (GARCIA et al., 2007; JANG et
al., 2007; SANTURIO et al, 2007; BONATO et al, 2008;
BASMACIOGLU MALAYOGLU et al., 2010).

O ¢leo essencial (OE) de Melaleuca alternifolia tem vasto efeito
antisséptico (THOMSEN et al. 2011), com atividade antibacteriana,
antiviral, antifungica, antiparasitaria (CARSON et al. 2006), inseticida e
repelente (CALLANDER; JAMES, 2012). Lima (2015), adicionando
6leo de Citrus sinensis na dieta de tilapia (Oreochromis niloticus),
observou acdo antimicrobiana, pela melhora significativa nos
pardmetros hematoldgicos e na atividade respiratoria de leucdcitos dos
peixes desafiados com S. agalactiae. Talpur (2014) verificou com
extrato de M. piperita suplementada na dieta, aumento da sobrevivéncia
e desempenho zootécnico de barramundi (Lates calcarifer), desafiados
com Vibrio harveyi. Ja Ribeiro et al. (2016), avaliaram concentra¢fes de
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oOleo essencial de M. piperita (0; 0,5; 1 e 1,5%) como imunoestimulantes
na dieta de tambaqui (Colossoma macropomum), contra a bactéria
Aeromonas hydrophila, na concentracdo de 1,5 x 1028 UFC ml?,
recomendando o uso e inclusdo de até 1,0%. Lippia alba apresentou
comprovada atividade anestésica, antiparasitaria e antimicrobiana em
peixes (CUNHA et al, 2010, 2011; TONI et al., 2014; SUTILI et al.,
2015; SOARES et al., 2016).

HORTELA PIMENTA (Mentha piperita)

O género Mentha ocupa posi¢cdo de destaque na economia
mundial entre as plantas produtoras de 6leos essenciais (HARRIS,
2006). E 0 mais importante da familia Lamiaceae em func&o de possuir
18 espécies e 11 hibridos (TUCKER; NACZI, 2007), sendo o 6leo
essencial de M. piperita um dos dezoito principais 6leos essenciais de
importancia econémica mundial (BIZZO; HOVELL; REZENDE,
2009). E classificada como uma planta hibrida resultante de um
cruzamento entre horteld-verde (Mentha spicata) e hortela-da-agua
(Mentha aquatica) (ISCAN et al.,, 2002). A hibridizacdo se da
comumente com o contato das espécies de Mentha, cooperando para a
complexa variacdo que distingue as espécies selvagens e cultivadas.
Além disso, por meio da elevada variabilidade morfoldgica, muitas
espécies sdo definidas por uma ampla diversidade quimica de seus
constituintes. (FAROOQI et al, 1999; GARLET, 2007).

A horteld é uma das ervas medicinais mais antigas do mundo e
tem sido usada nas tradi¢fes oriental e ocidental (KEIFER, 2007). Os
egipcios, romanos e gregos, cultivavam e utilizavam folhas de horteld
para indigestdo, sendo que a planta foi também empregada pelos
europeus para complicagfes no estbmago e menstruais (TYLER;
BRADY; ROBBERTS, 1988; FOSTER et al., 1990). Atualmente, o
horteld-pimenta ¢ uma planta aromatica e medicinal amplamente
utilizada, além da medicina tradicional na indUstria de alimentos e
bebidas, perfumaria, cosmética e farmécia. Seus principais beneficios
consistem em melhoras nas queixas digestivas, efeito relaxante no
estbmago e estimulante do apetite (MCKAY; BLUMBERG, 2006).
Destacam-se pelo uso culindrio e em chas medicinais, em razdo do
sabor e aroma refrescante (GARLET, 2007).

Quanto a composi¢cdo quimica, os dezoito 6leos essenciais de Mentha
spp. apresentam grande variabilidade, porém sdo os monoterpenos
(mentol, mentona, carvona, linalol e acetato de linalila) os componentes
de maior valor econdmico (GARLET et al., 2007; SANTOS et al., 2012;
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DESCHAMPS et al., 2013). Bassolé et al. (2010) identificou no dleo
essencial de M. piperita dezessete componentes quimicos sendo os
principais o mentol (39,3%) e mentona (25,2%). O mentol tem sido
relatado como composto que contribui para o potencial antibacteriano da
planta (MATOS et al., 2009). Junto aos demais compostos majoritarios
mentona, acetato de metila, iso-mentona (SINGH, et al., 2011).

Junto a outras plantas, Mentha spp. tem demonstrado
propriedades antimicrobianas (MAHBOUBI; HAGHI, 2008),
antioxidantes (MIMICA-DUKIC et al.,, 2003), sobre o colesterol
(HARDARI; NOBAKHT; SAFAMEHR, 2010), antifingicas
(HADIAN; GHASEMNEZHAD; RANJBAR, 2008), anti-tlcera e anti-
inflamatdria (BLUMENTHAL, 1998), e efeitos significativos sobre os
parametros sanguineos e imunidade (NOBAKHT; MEHMANNAVAZ,
2010), triglicerideos (AKDOGAN et al., 2004); tém propriedades anti-
mutagénicas (YU; XU; DASHWOOD, 2004) e estimulante,
carminativo e antiespasmaodico e propriedades de antidoto para venenos
(BHATTACHARJEE, 1998).

O oleo essencial de hortela-pimenta aplicado em banhos possui
efeito antiparasitario contra helmintos parasitos de peixes (COSTA et
al., 2017; HASHIMOTO et al., 2016; MALHEIROS et al., 2016) e
Ichthyophthirius multifiliis (VALLADAO et al., 2016). Promove
melhora nos parametros hematolégicas e imune da truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (ADEL, et al., 2016), no peixe branco do
Caspio (Rutilus frisii kutum), alimentados com extrato da planta
(ADEL, et al., 2015), e em barramundi (Lates calcarifer), com p6 de
folhas de hortela-pimenta presente na alimentacdo (TALPUR, 2014) e
seu Oleo essencial altera os parametros hematoldgicos e bioquimicos do
tambaqui (Colossoma macropomum) (RIBEIRO et al., 2016)

Mentha piperita mostrou alta eficacia e resultado positivo sobre
0s parametros hematoldgicos e atividade antihelmintica em tilapias,
recomendando-se a concentracdo de 40 mL.L? de 6leo em banhos
terapéuticos para monogenoides (HASHIMOTO et al, 2016). Outra
forma de inclusdo, consiste na suplementacdo na dieta. Ribeiro et al.
(2016) avaliaram concentracGes de 6leo essencial de M. piperita como
iunoestimulantes de tambaqui desafiados com A. hydrophila,
recomendando o uso em inclusdo de até 1,0%. Em outro estudo, Talpur
(2014) verificou aumento da sobrevivéncia, ganho de peso, converséo
alimentar e reducdo da mortalidade de barramundi desfiados com
Vibrio harveyi com extrato de M. piperita suplementado na dieta nas
concentragOes de 1, 2, 3, 4 e 5 g/kg de ragdo.
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Dessa maneira, a a¢cdo imunoestimulante dos 6leos essenciais tém
demonstrado efeitos benéficos para peixes cultivados, ndo apenas como
uma alternativa para 0 manejo de doencas, mas também para promover
0 crescimento e alcancar melhorias do sistema imunitario
(HARIKRISHNAN; BALASUNDARAM, 2008; HARIKRISHNAN,
2009; HARIKRISHNAN; BALASUNDARAM; HEO, 2009;
MEHANA; RAHMANI; ALY, 2015; RIBEIRO, 2016).

JUSTIFICATIVA

Em resposta a pressdo para reducdo do uso de antibi6ticos e
guimioterapicos que acarretam desvantagens, como toxicidade,
contaminacdo do pescado e do efluente de cultivo, alternativas seguras e
eficientes tém sido estudadas. Uma opcdo eficaz consiste na
suplementacdo com produtos naturais como prevencdo ao uso de
farmacos sintéticos nas dietas de peixes. Os aditivos naturais possuem
maior potencial de biodegradagdo, menor toxicidade e risco de selegdo
de patdgenos resistentes. O emprego dessas  substancias
imunomoduladoras, como o 6leo essencial de Mentha piperita, pode
melhorar a sobrevivéncia e capacitar 0os animais no combate a agentes
patogénicos. Devido aos prejuizos causados por enfermidades na
economia do setor, destaca-se a relevancia deste estudo como opgéo
para mitigar os impactos ambientais e sanitirios causados por
guimioterapicos, além da promocdo de um programa de manejo
eficiente.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Verificar a aclo do 6leo essencial de Mentha piperita na
prevencdo de estreptococose em tilapias-do-nilo.

Objetivos Especificos
e Determinar a minima concentracdo inibitéria de Mentha

piperita sobre as bactérias Streptococcus agalactiae e
Aeromonas hydrophila;
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Avaliar a influéncia da suplementacdo dietaria com Mentha
piperita sobre as taxas de crescimento, eficiéncia alimentar e
eficiéncia proteica em tilapia-do-nilo;

Avaliar a influéncia da suplementacdo dietaria com Mentha
piperita sobre os parametros hematolégicos e imunolégicos da
espécie;

Verificar a influéncia da suplementacdo dietaria com Mentha
piperita sobre comportamento, alimentacdo e taxa de
mortalidade em tilapia-do-nilo desafiadas com Streptococcus
galactiae;



33

CAPITULO |
Suplementacéo dietaria com éleo essencial de Mentha piperita em
tilapia-do-nilo

“Dietary supplementation with essential oil of Mentha piperita in Nile
tilapia”

Resumo

Os 6leos essenciais sdo obtidos a partir de materiais vegetais, que
possuem atividades antibacterianas, antioxidantes, propriedades
antivirais e antifngicas, substituindo o uso de quimioterapicos na
profilaxia e tratamento na piscicultura. Este estudo verificou a acdo do
6leo essencial de Mentha piperita na prevencdo de estreptococose em
tilapias-do-nilo. Um total de 300 peixes com aproximadamente 5 g
foram divididos em 20 tanques com 15 peixes em cada e alimentados
com ragdo suplementada com o 6leo essencial nas concentragbes de
Mentha o075; Mentha o,125; Mentha o250 € dois controles, um sé com a
racao comercial e outro com ragdo+alcool de cereais durante 50 dias, em
guadruplicata. Ao final do periodo, quatro peixes de cada tanque foram
utilizados para as andlises hemato-imunol6gicas e 0s animais restantes
foram desafiados com inje¢do intraperitoneal (i.p.) de S. agalactiae.
Durante sete dias apds a infeccdo, os peixes foram monitorados a cada
trés horas para o registro da mortalidade. Os indices de desempenho
zootécnico foram aferidos com base em biometrias quinzenais no
periodo de experimento e ndo apresentaram diferenca signicativa, assim
como os hematoldgicos. A proteina plasmatica total foi mais alta nos
peixes alimentados com Mentha 125% do que nos alimentados com Mentha
o2s%. A suplementacdo com M. piperita foi capaz de manter o consumo
de alimento dos animais no primeiro dia apds o desafio, ao contrario dos
animais ndo supplementados. A sobrevivéncia foi significativamente
maior em peixes alimentados com Mentha o2 A suplementacdo com o
6leo essencial aumentou a resisténcia dos peixes apés o desafio com S.
agalactiae.

Palavras-chave:  Piscicultura;  Horteld-pimenta;  Hematologia;
Imunologia; Fitoterapico; Suplementacdo dietaria
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Abstract

Essential oils are obtained from vegetal material and present
antibacterial activities, antioxidant, antiviral, antifungal properties and
may replace the use of chemoterapeutics for treating and prophylaxis in
fish farm. The objective of this study was to verify the influence of
essential oil of Mentha piperita in the prevention of streptococcus in
Nile tilapia. A total of 300 fish with approximately 5 g were divided into
20 tanks with 15 fish each were fed diet supplemented with essential oil
at concentrations of Mentha o075; Mentha o.125; Mentha o2s% and two
controls (commercial feed and feed + cereal alcohol) in quadruplicate,
during 50 days. At the end of the supplementation period, four fish from
each experimental unit were collected for hemato-immunological
analysis and the rest of the animals were challenged against
Streptococcus agalactiae intraperitoneally. During seven days after
infection, the fish were monitored every three hours for mortality
registration. Zootechnical performance indexes were measured based in
the biometries each 15 days along the experimente and did not present
significant difference as well as the hematological parameters. Total
plasmatic protein was higher in fish fed Mentha o.125% than those fed
Mentha o250%. Supplementation with Mentha piperita was able to
maintain feed consumption of the animals on the first day after
challenge, unlike non-supplemented animals. Survival was significantly
higher in fish fed with Menthag2s%. The supplementation with the
essential oil increased the resistance of the fish after the challenge with
S. agalactiae

Keywords: Fish farming; Peppermint; Hematology; Immunology;
Phytoterapic; Dietary supplementation

Artigo nas normas da Aquaculture International
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1. Introducéo

InfecgBes causadas por Streptococcus spp. sdo a principal causa
de perdas na producdo da tilapia, representadas principalmente por
Streptococcus agalactiae e S. iniae (MSD Animal Health, 2012). O
primeiro surto de estreptococose foi registrado no Japdo em cultivo de
truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Wu, 1970). Posteriormente, foi
relatado nos EUA em peixes de &gua doce, dourado (Notemigonus
crysoleucas) e em peixes marinhos, incluindo a tainha (Mugil cephalus)
e bagre marinho (Arius felis) (Evans et al., 2006).

Outros surtos de estreptococose foram relatados em trutas arco-
iris cultivadas na Africa do Sul e na Espanha (Abutbul, 2004). Esta
bactéria é reconhecida por originar infeccdo em humanos e gado e
classificado recentemente como um patégeno de peixe com potencial
zoondtico (Evans et al., 2009).

Como alternativa aos antibidticos e vacinas, o uso de produtos
naturais como fitoterapicos para o controle das bacterioses esta se
destacando no setor de sanidade de organismos aquaticos (Sahu et al.,
2007). Dentre os fitoterapicos, os dleos essenciais tém apresentado
destaque na aquicultura por fornecerem compostos seguros e ecolégicos
em substituicdo aos antibiéticos e compostos quimicos, bem como
possuem acdes benéficas no status imunolégico e controle de doencas
dos peixes (Awad e Awaad, 2017).

Apesar dos efeitos mais suaves dos fitoterapicos no corpo, eles
podem ter resultados mais duradouros do que os sintéticos (Awaad,
2009). Quando utilizados como tratamento, os 6leos essenciais possuem
caracteristicas de sinergia, em que compostos ativos interagem
simultaneamente e sua acdo pode complementar ou prejudicar os outros
ou neutralizar seus possiveis efeitos negativos. Também possuem acédo
de prevencdo, onde alguns componentes da planta tém a capacidade de
inibir a aparéncia de algumas doengas (Hassan, 2013). Campagnolo et
al. (2013) destacam que essas substancias influenciam na microbiota
intestinal, onde podem melhorar a digestibilidade e a absorcdo dos
nutrientes, e consequentemente, aperfeicoar a resposta imune dos
animais.

Dentre vérias plantas fornecedoras de 6leos essenciais, Mentha
piperita é popularmente conhecida como horteld pimenta ou menta,
comumente destinada para uso medicinal e alimenticio (Lorenzi e
Matos, 2002). E também reconhecida por possuir efeitos benéficos no
tecido  gastrointestinal, agfes imunomoduladoras e potencial
quimiopreventivo (Mckay e Blumberg, 2006; Valladao et al., 2017).
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As investigacOes da atividade antimicrobiana das plantas do
género Mentha tem recaido na acdo dos seus Gleos essenciais, por varios
estudos (Mckay e Blumberg, 2006; Shayegh et al., 2008; Rasooli et al.,
2008; ISCAN et al., 2002; Lawrence, 2006; Alvarenga et al., 2007; Al-
Bayati, 2009; Sarac et al., 2009), confirmando a ac¢do antimicrobiana de
diversas espécies, até mesmo contra bactérias geralmente resistentes a
antibidticos convencionais. Estes estudos normalmente mostram melhor
acdo dos Oleos essenciais contra bactérias gram positivas, as quais sao
as gram negativas, em razdo destas Ultimas apresentarem membrana
externa hidrofilica que blogueia a penetracdo dos o6leos essenciais
hidrofdbicos até a membrana celular (Al-Bayati, 2009).

Os Oleos essenciais dilatam os vasos sanguineos periféricos e
inibem as bactérias, especialmente o mentol, que possui atividade
antibacteriana de vasto espectro, sendo as bactérias gram positivas e
negativas suscetiveis a este principio ativo (Pattnaik et al., 1997).

Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da
suplementacdo dietética com Oleo essencial de M. piperita sobre o
desempenho zootécnico e parametros hemato-imunoldgicos e resisténcia
ao desafio com S. agalactiae em til4pias-do-nilo (Oreochromis niloticus).

2. Material e métodos

2.1 Obtencdo e composicdo dos 6leos essenciais

A planta foi cultivada no Setor de Plantas Medicinais da
EMBRAPA Amazbnia Ocidental, situada em Manaus, Estado do
Amazonas, Brasil (03°06'23.04"S, 60°01'35.14"W), onde a altitude media
é de 50 m acima do nivel do mar e a temperatura média do ar é de 25,6
°C, com precipitacdo de anual de 2.200 mm. As plantas foram colhidas
de manha e as folhas processadas no Laboratério de Fitoquimica e
Plantas Medicinais da EMBRAPA Amazo6nia Ocidental, Manaus, Brasil.

A extracdo foi realizada pelo processo de hidrodestilacdo
(Majolo et al., 2016) a partir de folhas de M. piperita, com auxilio do
aparelho tipo Clevenger modificado e acondicionado refrigerado, em
frascos de vidro ambar, até o preparo das racées. Em resumo, 0 método
consiste em colocar 500 g de folhas frescas de horteld-pimenta em um
frasco com volume de 1.200 mL, adicionando-se agua até cobrir o
material e ativar a manta aquecedora. Apds duas horas de extracdo, o
6leo essencial é coletado, acondicionado em frascos de vidro ambar e
estocado a -18 °C.
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Na analise de composi¢do quimica, utilizou-se cromatografo a
gas Agilent 7890A (Palo Alto, EUA) equipado com coluna capilar HP-5
de 5%-difenil-95%-dimetil silicone (30 m x 0,32 mm x 0,25 um). A
temperatura foi programada de 60 a 240 °C, a 3 °C por minuto, usando
hidrogénio como gas carreador (1,5 mL. mint). Uma solucéo de 1% de
6leo essencial em diclorometano (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha) com divisdo de fluxo (1:100, injetor a 250 °C) foi injetada.
O espectro de massas foi pelo sistema Agilent 5973N operado em modo
de impacto de elétrons a 70 eV e acoplado a cromatografo Agilent 6890,
utilizando os mesmos procedimentos de injecdo e temperatura
anteriormente descritos. Os indices de retengdo foram calculados a partir
dos tempos de retencdo dos compostos e de uma série de n-alcanos (C7-
C26). A identificacdo dos componentes foi realizada por comparagéo do
espectro de massa obtido com os dados de uma biblioteca espectral
(Mclafferty e Stauffer, 1994) e pelos indices de retengdo calculados e
comparados com valores ja publicados (Adams, 2007).

2.2 Minima Concentracéo Inibitéria (MIC)

Foi determinada a minima concentracdo inibitéria do 6leo
essencial sobre as bactérias Streptococcus agalactiae (S13 -
DDBJ/EMBL/GenBank public databases under accession number
CP018623, Facimoto et al. 2017) e Aeromonas hydrophila (ATCC
7966). As bactérias foram cultivadas em caldo de cérebro e coragdo
(BHI Himedia® do inglés “Brain Heart Infusion”), estriadas em placas
de Petri contendo Agar Triptona de Soja (TSA Himedia® do inglés
“Tryptic Soy Agar”) incubadas a 28°C por 24 h, e posteriormente
transferidas para tubos de ensaio contendo BHI (Himedia® do inglés
“Brain Heart Infusion”). Os ensaios foram realizados em triplicata, com
controle positivo, negativo e de alcool de cereais. O controle positivo de
crescimento foi 0 meio de cultura inoculado com 0s microrganismos, o
negativo o meio de cultura ndo inoculado e o de alcool de cereais sendo
meio de cultura inoculado com os microrganismos na presenca de alcool
de cereais nos pocos. Em uma microplaca de 96 pogos, foram feitas as
diluigdes seriadas do dleo essencial na solugdo estoque a 4% em meio
de cultura Luria-Bertani (LB). Os indculos bacterianos (20 uL) com 1 x
10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por grama de peso
corporal, foram colocados nos pogos da microplaca e incubados a 35 °C
por 24 h. Depois disso, determinou-se o MIC, menor concentracdo
capaz de inibir o crescimento das bactérias.
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2.3 Material bioldgico e desenho experimental

Foram utilizadas 300 tilapias-do-nilo, com peso médio inicial
de 5 g, provenientes da Piscicultura Pomerode, localizada na cidade de
Pomerode. Os animais foram transportados para o Laboratério AQUOS-
Sanidade de Organismos Aquaticos onde foi realizada a biometria dos
animais (comprimento total e peso), foram aclimatados por 7 dias e
alimentados com ragdo comercial extrusada comercial supra® contendo
40 % de proteina bruta. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em
20 tanques circulares com capacidade para 100 L em sistema de
recirculagdo do tipo semi-aberto, com filtragem mecénica, bioldgica
(anaerdbio e aerdbio) e desinfec¢do ultravioleta. Os pardmetros de
qualidade da &gua foram medidos diariamente com equipamento
multiparametro Hanna® HI-9829 (Hanna Instruments Brasil, Barueri,
SP) e as concentragfes de amodnia total e nitrito foram medidas a cada 3
dias por teste colorimétrico (Alfakit®, Florianopolis, SC). Durante o
periodo experimental, a temperatura da agua foi de 27,35+1,31 °C,
oxigénio dissolvido 5,28+0,84 mg L?, pH 6,10+0,92, salinidade
0,49+0,01%o, aménia total 1,75+1,88 mg L™, nitrito 0,33+0,12 mg L.

Um total de 300 peixes foram divididos nos 20 tanques em
delineamento inteiramente casualizado com 15 peixes cada e
alimentados com racdo Controle, Controle raczo + acool € ragao
suplementada com o 6leo essencial nas concentracdes de Mentha ¢,07s;
Mentha o125; Mentha o2s% durante 50 dias, em quadruplicata. As
concentracBes foram escolhidas a partir do MIC. Decorridos 50 dias de
alimentacdo suplementada, foram amostrados quatro peixes de cada
tanque para realizagdo de analises hemato-imunoldgicas. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos do
Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEUA/UFSC N° 5427100816).

2.4 Preparo das dietas experimentais

O procedimento de inclusdo do 6leo essencial na racdo foi
baseado em Dairiki et al. (2013), utilizando-se éalcool de cereais como
veiculo de incorporacdo. Para isso, utilizou-se a mesma ragao fornecida
durante o periodo de aclimatacdo. Para cada quilograma de racdo, foram
aspergidos 100 mL de &lcool de cereais contendo dleo essencial nas
concentracdes desejadas (Mentha o075%, Mentha o125 € Mentha g,250%).
Na racdo com éalcool aspergiu-se somente alcool de cereais (Controle
racio+4lcool), €nquanto que no Controle ndo houve aspersdo, apenas o
fornecimento da ragdo comercial. Esse procedimento de aspersdo foi
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realizado semanalmente. Em seguida, a racdo permaneceu secando
durante 24 h a 25 °C e posteriormente embalada e armazenada a -18°C
até o momento da alimentagéo.

2.5 Alimentacao e biometria

A alimentacdo suplementada foi oferecida por um periodo de 50
dias e arragoamento em funcdo do ganho de peso dos peixes, quatro
vezes por dia. Foram realizadas biometrias quinzenais para determinar a
biomassa de cada tanque, ajustando a quantidade de racdo de acordo
com o crescimento dos peixes.

2.6 Analise hematoldgica

Foram amostrados 4 peixes por unidade experimental apds
anestesia com eugenol (75 mg L), para coleta do sangue por pungéo do
vaso caudal, com seringa de 3 mL contendo EDTA 10%. Foram
preparadas, em duplicata, extensdes sanguineas para posterior coloracdo
com May-Grunwald/Giemsa/Wright, para as contagens totais de
trombdcitos, leucécitos e contagem diferencial de leucécitos. Com uma
aliquota do sangue, determinou-se o percentual de hematdcrito e indices
hematimétricos (Ranzani-Paiva et al., 2013). A contagem total de
eritrdcitos foi realizada em camara de Neubauer, ap6s diluicdo (1:200)
em fluido de Dacie. Os nimeros totais de trombdcitos e leucécitos no
sangue foram aferidos pelo método indireto, a partir das extensdes
sanguineas (Ishikawa et al., 2008).

2.7 Obtenc¢do de plasma para andlises imunoldgicas

O sangue coletado pelo procedimento descrito acima foi
acondicionado em tubos de ensaio estéreis e armazenado a 4 °C
overnight para coagulacdo, sendo posteriormente centrifugado a 1.400 g
por 10 min. O plasma foi aliquotado com auxilio de micropipeta e
armazenado a -20 °C para analises imunoldgicas.

2.8 Atividade antimicrobiana do plasma

Determinou-se a atividade antimicrobiana do plasma contra S.
agalactiae em microplacas de 96 po¢os com fundo chato, conforme a
metodologia utilizada por Silva et al. (2009). Os in6culos bacterianos
foram preparados na concentragdo de 0,5 na escala de Macfarland e
diluidos em meio de cultura pobre, do inglés poor broth (PB), 100.000
vezes. Entdo, 150 pL de PB foram adicionados ao 1° pogo da linha, 100
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pL aos demais pocos e 50 uL do plasma adicionado ao primeiro poco da
linha. Posteriormente, foi realizada diluicdo seriada de fator 1:2 até o
12° poco. Finalmente, 20 pL da bactéria foram adicionados a cada pogo
da amostra diluida do plasma e do controle positivo. Para controle
ngativo, utilizou-se solugdo salina diluida em PB. As microplacas foram
incubadas a 28 °C por 24 h. O crescimento dos microrganismos foi
determinado em leitora de microplaca, no comprimento de onda de 550
nm. A atividade antimicrobiana do plasma ¢é reciproca a tltima diluicéo
que apresentar atividade bactericida, ou seja, inibicdo total da bactéria.

2.9 Atividade aglutinante do plasma

Os titulos de aglutinacdo foram obtidos segundo Silva et al.
(2009) para Steptococcus agalactiae. A bactéria foi cultivada e inativada
em formalina tamponada 10%. O teste foi realizado em microplaca de
fundo “U”, onde o plasma foi diluido na propor¢do de 1:1 em solucédo
tampdo fosfato salino (PBS 1) do primeiro ao 12° poco. Apds esse
procedimento, 50 pL da bactéria inativada (Steptococcus agalactiae) foi
adicionada em todos 0s pocos na densidade Optica de aproximadamente
0,4 na escala de Macfarland em 550 nm. A microplaca foi incubada a
25°C por 18 h em cémara Umida. A aglutinacdo foi confirmada
visualmente observando um concentrado aglutinante no fundo do pogo.
O titulo de aglutinante foi considerado reciproco ao ultimo pogo que
apresentou aglutinacao.

2.10 Imunoglobulina total

A proteina total do plasma sanguineo foi mensurada com Kit
“Proteinas Totais” (Labtest, Belo Horizonte, MG). A concentracdo de
imunoglobulina total foi mensurada de acordo com o método descrito
por Amar et al. (2000), onde misturou-se 50 pL do plasma com 50 pL
de solugdo de polyethylene glycol (Sigma-Aldrich, EUA) 12% e a
mistura incubada & temperatura ambiente por duas horas, a fim de
precipitar as moléculas de imunoglobulina. O precipitado de
imunoglobulina foi removido por centrifugacdo (5000 g a 4°C por 10
min) e o sobrenadante retirado e mensurado a quantidade de proteina
total também pelo kit, utilizando-se albumina bovina para confeccédo da
curva padrdo. A concentracdo de imunoglobulina total est4 expressa em
mg.mL%, sendo calculada pela formula:

Total Ig = proteina total do plasma — proteina tratada com PEG (mg mL?Y)
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2.11 Avaliagdo dos paréametros de desempenho zootécnico

O ganho de peso, a taxa de crescimento especifico (TCE) e a
eficiéncia alimentar (EA) foram calculadas conforme Fu et al. (1998)
pelas seguintes equacgdes:

Ganho de peso=Peso inicial-Peso final (g)
TCE=100 x (In Peso inicial (g)-In Peso final (g))/tempo (dias)

EA=100 x (Peso inicial (g)-Peso final (g))/Consumo de racéo (g)

2.12 Desafio com Streptococcus agalactiae

Ao final do periodo de alimentacdo, os animais foram
submetidos & condigdo de estresse por diminuicdo do nivel de agua a
fim de promover situacdo de andxia nos peixes e gradativo aumento de
temperatura, iniciando desafio em 28 °C, apds breve anestesia com
eugenol (75 mg LY. Para o desafio foi utilizado 1 x 107 Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) mL™, via injecdo intraperitoneal (i.p.),
onde cada individuo recebeu 100 pL de solucdo bacteriana. Para isto, o
indculo crescido em meio de cultura caldo de cérebro e coracdo (BHI
Himedia® do inglés “Brain Heart Infusion™), por 24 h em 30 °C, foi
centrifugado 30 min a 1800 g. O sobrenadante foi descartado e o pelete
ressuspendido em solucdo salina estéril 0,65% na propor¢éo para que a
suspensdo se mantivesse em 1 x 107 UFC mL™, segundo a curva de
crescimento ralizada previamente. Ap6s a infeccdo, os peixes foram
observados por 7 dias para obtencdo da taxa de mortalidade, calculo da
porcentagem dos mortos. Também foi aferida a taxa de mortalidade
cumulativa, calculada por meio da retirada e contagem diaria cumulativa
dos peixes mortos de cada unidade experimental. Durante esse periodo,
foram analisados os sinais clinicos de estreptococose nos peixes. Os
animais mortos foram imediatamente removidos do tanque. Apds a
semana de desafio experimental os peixes foram anestesiados e
eutanasiados por concusséo cerebral (CEUA/UFSC N° 5427100816) e
posteriormente utilizados para confirmar a infeccdo, através do
postulado de Koch, onde fragmentos dos o0rgdos internos foram
coletados assepticamente para reisolamento da bactéria a fim de
confirmar o quadro doenca nos peixes. As amostras foram colocadas em
tubos contendo meio liquido BHI (HiMedia, Mumbai, India) para
crescimento. Posteriormente, o contetdo foi plaqueado em meio agar
triptona de soja (HiMedia) enriquecido com 5% de sangue de carneiro
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desfibrinado e as placas foram incubadas a 28 °C por 12 h para
visualizacdo e caracterizacdo das col6nias de S. agalactiae.

(coleta final)

chegada dos inicio da desafio com S. fim do
peixes suplementacio agalactiae experimento
0 7/ 57 64 dias
\_‘_ll )\ )
1 Y
aclimatacio suplementacio observacgio da mortalidade
por 7 dias por 50 dias por 7 dias

Figura 1: Desenho esquematico dos procedimentos ao longo do periodo
experimental.

2.13 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a ANOVA de uma via (p<0,05).
Para verificar a homocedasticidade foi utilizado o teste de Levene e a
normalidade o teste de Shapiro Wilk. Quando diferencas significativas
foram encontradas na analise de variancia, o teste de Tuckey de
separacdo das médias foi aplicado através do software Statistica 7.0. Os
dados experimentais de mortalidade do desafio foram analisados por
Kaplan-Meier.

3. Resultados

3.1.Composicéo dos 6leos essenciais

Na composicdo do 6leo essencial de M. piperita destacam-se as
concentracbes dos componentes mentol (33,8%), mentona (15,2%),
acetado de mentila (13,0%) e pulegona (8,3%) (Tabela 1).
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Composigdo do 6leo essencial de Mentha piperita (%) n.i = compostos néo

identificados.

Componentes Teor (%)
a-pineno 1,0
Canfeno 1,3
Sabineno 0,2
B-pineno 1,2
6-metil-5-hepten-2-ona 0,2
Mirceno 1,3
p-cimeno 0,3
Limoneno 4,7
1,8-cineol 2,8
y-terpineno 0,1
Linalol 0,2
iso-pulegol 0,1
Mentona 15,2
Mentofurano 6,2
Mentol 33,8
terpinen-4-ol 1,3
iso-mentol 0,2
a-terpineol 0,3
Pulegona 8,3
Neral 1,3
Piperitona 1,6
Geraniale 1,1
acetato de neo-mentila 0,9
acetato de mentila 13,0
n.i. 0,2
n.i. 0,4
n.i. 0,2
(E)-cariofileno 0,4
ar-curcumeno 0,6
a-zingibereno 0,4
[B-bisaboleno 0,5
B-sesquifelandreno 0,4
oxido de cariofileno 0,3
n.i. 0,2
Total identificado 99,1
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3.2. Minima concentracéo inibitéria (MIC)

Os resultados apontam que o 6leo essencial testado foi ativo
contra as bactérias S. agalactiae e A. hydrophila, com valores de MIC
de respectivamente 0,125% e 0,065% (Tabela 2). O controle com alcool
de cereais também inibiu o crescimento das cepas em 0,25%.

Tabela 2

Minima concentracdo inibitéria (MIC) do 6leo essencial de Mentha piperita
contra duas espécies de bactérias patogénicas: Streptococcus agalactiae e
Aeromonas hydrophila.

Bactérias MIC (mg L")
Streptococcus agalactiae 0,125+0,81°
Aeromonas hydrophila 0,0625 £0,01 2
Alcool de cereais + A. hydrophila 0,253 +0,01°
Alcool de cereais + S. agalactiae 0,253+0,01°

3.3. Desempenho zootécnico

Ap6s o periodo de alimentacdo de 50 dias ndo houve diferenca
significativa entre os animais suplementados com o dleo essencial e os
animais nao supolementados (Tabela 3).

Tabela 3

Parametros de desempenho zootécnico (media + desvio padrdo) de tilapias-do-
nilo apds 50 dias de suplementacdo com dleo essencial de horteld (Mentha
piperita) em diferentes concentragdes (0,075%; 0,125%; 0,25%), Controle e
Controle ragio+aicoo. TCE = taxa de crescimento especifico, EA= fator de
conversdo alimentar. Letras distintas indicam diferenca significativa entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Peso (g) Comprimento Ganhode TCE (%) EA

Tratamentos

(cm) peso (%)
Controle 59,08 +4,97 11,75+0,36 12,82+1,25 5,09 +0,19 43,23+0,06
Controle 61,37 £6,54 11,82+0,54 13,01+2,01 5,11 +0,32 43,05+0,05

ragdo+alcool

Mentha 0,075% 59,71 7,92 11,69+0,57 12,64+1,87 5,06 £0,30 40,01+0,05
Mentha o,125% 61,29 +£8,36 11,64+0,57 13,35+2,60 5,17 +0,28 47,01+0,08
Mentha o,25% 69,87+ 6,54 12,07 +0,40 13,64+2,46 5,20 £0,36 41,06+0,09
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3.4. Parametros hematoldgicos

N&o houve diferenga significativa entre quase todos o0s
tratamentos e o controle, exceto para proteina do plasma nos animais
suplementados com Mentha o250 (5,23 + 0,28 g dL™!) quando comparado
com Controle ragzo+aicool. O VCM apresentou diferenga significativa entre
0s animais suplementados com Mentha o125% (172,90 + 12,02 fL) e
Mentha o250 (138,68 + 6,79 fL) (Tabela 4). Para os leucécitos totais 0s
maiores valores foram obtidos nos peixes suplementados com Mentha
0.25% (131,88 £ 1,96 x10%.uLt) e Mentha o125 (95,22 + 1,53 x10%.uL?).
Por outro lado, os menores valores de trombdcitos totais ocorreram nos
peixes suplementados com Controle ragzo+aicool (5,69 + 3,87 x 103.uL?).

Tabela 4

Parametros hematolégicos (média = desvio padrdo) de tilapias-do-nilo ap6s 50
dias de suplementacdo com o6leo essencial de horteld (Mentha piperita) em
diferentes concentrages (0,075%; 0,125%; 0,25%), Controle e Controle raco+icool-
VCM = volume corpuscular médio, CHCM = concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, HCM = proteina plasmética total. Letras distintas indicam
diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Controle Mentha
ragdo+alcool 0,075%

Mentha

Parametros Controle 0,25%

Mentha 0,125%

Proteina (g dLY) 528+024°  4,78+017 4,97+ 0,09% 5,18+0,15® 5,23+0,28*

Eritrocitos 200£047 219%023  204+030  190+040 2,62+0,15

(x20°pL™)

'(j/eo)matoc”to 3237+817 3243125 2994081  3275:150 3637075

'(;eg'l‘_c_’%"’b'”a 787+101 7824017 7674008 7784015 860+075

VCM (fL) 160,49+7,14% 149,20+23,04% 145,49 + 1061 172,90+12,02° 138,68+6,79"
HCM (pg) 30204225 3578+606 3780+199  4143:+757 32774255

C(g'ézl_'\_{') 246+176 2404+140 2616+337 23824276 2363+147

ki“lcoof:ﬁi;c’ta's 101,87+6,7% 109,63+137% 102,6243,18%° 9522+153° 131,88+106°
g‘i’gf:ﬂf;’s 1075+144° 569+387° 1031+192® 1081+213® 11,69+ 2,05
Linfocitos 81,12+274 7050+20  8181+89  81,94+23 7781582

(x10°pL™t)

Neuitrofilos 7874043 643+137 675318  644+153 637+196
(x20°pL™)

Monécitos

30 12,12+1,29 17,62 +3,75 115+6,14 1137+557 16,31 14,62
(x10°pL™)




46

3.5. Parametros imunoldgicos

Com relagdo as concentragcBes de imunoglobulinas, titulo de
aglutinacédo e antimicrobiano, ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos e 0s animais controle, exceto para proteina total do plasma
que apresentou significativa diferenca entre Controle ragso+aicool (61,46 +
6,76 mg mL™) e Mentha 01250 (40,84 + 7,75 mg mL™?) (Tabela 5).

Tabela 5

Parametros imunolé6gicos do plasma (media + desvio padrdo) de tildpias-do-nilo
apos 50 dias de suplementacdo com 6leo essencial de horteld (Mentha piperita)
em diferentes concentracfes (0,075%; 0,125%; 0,25%), Controle e Controle
racio+alcool. LELras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (p<0,05). Ig: imunoglobulinas.

Proteina total Titulo de - .
Tratamentos do plasma lg aglutinacdo Antimicrobizno
_— -1
(mq mL-l) _(mgm (qu 5 (X+1)) ('Qg_z(&l))
Controle 51,37 +5,88% 28,01+9,12 0,71+0,20 9,00 + 0,00

Controle racaoraicoor 61,46 £6,76% 29,79 +4.91 0,71+0,20 9,00 +0,00
Mentha 0755 49,45 + 4,68® 24,40 +2,07 0,70 +0,00 8,67 0,67
Mentha o,1250 40,84 +7,75° 19,36 +3.42 0,70+ 0,00 8,33+1,52
Mentha o,250 55,91 +4,19% 28,12 +2.47 0,63+0,13 8,67 +0,67

3.6. Mortalidade ap6s o desafio

Apo6s o desafio experimental, os peixes de todos os tratamentos
mostraram os sinais clinicos tipicos da infeccdo por S. agalactiae, como
natacdo erratica, exoftalmia junto a opacidade de cornea e/ou
hemorragia, ulceracdo da epiderme, ascite, manchas e petéquias na
superficie do corpo, anorexia e morte (Salvador et al., 2003; Chen et al.,
2012). Os animais ndo perderam o apetite até 24 h apds a infeccdo
experimental. Nos dias subsequentes o0s peixes dos grupos Controle e
Controle racgoraicool  Cessaram a alimentacdo e os suplementados
diminuiram, deixando sobras nas unidades experimentais apdés o
arragoamento.

Conforme mostrado na Fig. 1, a sobrevivéncia foi elevada nos
peixes com dieta suplementada. O. niloticus alimentados com Mentha
0,25% apresentaram significativamente maior sobrevivéncia apés desafio
experimental do que peixes alimentados com outras dietas. Peixes do
grupo Controle, Controle ragso+aicool € tratamento com Mentha o,1259%
apresentaram mortalidade semelhante.
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Figura 2: Mortalidade cumulativa de Oreochromis niloticus alimentada
com dietas contendo diferentes concentracdes de Mentha piperita
(0,075%; 0,125%; 0,25%), Controle e Controle racao+icool, ap0S desafio
experimental com Streptococcus agalactiae.

Houve diferengas significativas na mortalidade entre Mentha
0.25% € todos os outros tratamentos (p = 0,0001). Nao houve diferencas
significativas entre Controle, Controle ragio+aicool € Mentha o250 (p =
0,2911). O tratamento com Mentha oo75% apresentou sobrevida
significativamente maior (p = 0,0469) do que Mentha o,1250%, embora
menor gque com o tratamento Mentha o.2s5%, que apresentou a maior
sobrevida (Fig. 1). A concentragdo crescente de Mentha teve efeitos
positivos na resisténcia dos peixes ao Streptococcus agalactiae. A
bactéria S. agalactiae foi reisolada das amostras de 6rgaos internos,
confirmando o postulado de Koch.

4, Discussao

Assim como o relatado por outros autores (Loewenfeld e Back,
1980; Valmorbida et al., 2006; David et al., 2007), o mentol foi o
principal componente no éleo essencial de M. piperita neste estudo.
Pinto (2010) relatam que pulegona e a mentona sdo componentes
majoritarios do género Mentha, os quais junto ao mentol e o acetato de
metila foram os componentes encontrados em maiores concentragdes no
6leo essencial aplicado nesse estudo. Varios autores destacam o0s
mesmos componentes (mentol, mentona, acetado de mentila) exibindo
maiores concentracdes no 6leo essencial de horteld (Diwivedi et al.,
2004; Mckay e Blumberg, 2006; Sokovic et al., 2009). A pulegona é um
composto organico de ocorréncia natural rotineiramente encontrado no
Oleo essencial das espécies de Mentha, usado como aromatizante em
perfumaria e aromaterapia (Kumar et al., 2011). Em grande quantidade



48

pode ser tdxica, causando danos no figado, além de apresentar
propriedade antiparasitaria (Harrewijn et al., 2001). J& a mentona possui
acdo digestiva e ndo é toxico (Pinto, 2010). Esses resultados ratificam
outros estudos, que mostram 0s terpenos como responsaveis pela
propriedade antibacteriana (Karaman et al., 2003).

O género Mentha demonstrou diversidade dos seus constituintes
quimicos, por exemplo: mentona (Teixeira et al., 2012), mentol
(Marzouk et al., 2008), piperonal (Zwaving e Smith, 1971), piperitenona
(Kokkini et al., 2002) e isomentona (Baser et al., 1999). Tais variagdes
ocorrem devido a fatores ambientais (Beghidja et al., 2007; Brada et al.,
2007; Hussain et al.,, 2010; Kumar et al., 2011; Baser et al., 2012;
Sitzmann et al., 2014; Kasrati et al., 2015), como possivel explicacdo
pode-se destacar a colheita, estacbes ou condi¢cBes de crescimento
(Boukhebti et al., 2011). Esses fatores alteram a composi¢do dos 6leos
essenciais e suas propriedades quimicas, bem como sua acdo nos
animais (Pinto, 2010).

Percebe-se que a acdo antibacteriana observada no dleo
essencial para ambas bactérias pode ser de responsabilidade dos
compostos majoritarios como mentol, mentona e pulegona, 0s quais
atribuiu-se acéo em vérios estudos para pulegona (Oumzil et al., 2002),
mentol (Sivropoulou et al., 2002), mentona (Mahady et al., 2005).
Furahata et al. (2003) e Iscan et al. (2002) comparando mentol e
mentona atribuiram a acdo antimicrobiana como responsabilidade do
mentol, composto em maior concentragao nesse trabalho.

As bactérias gram positivas sdo mais suscetiveis do que as gram
negativas quanto a atividade antimicrobiana dos os 0Oleos essenciais
(Pessoa et al., 2005; Sarrazin et al., 2012). Porém, resultados contrarios
foram encontrados nesse estudo, provavelmente em razéo da dificuldade
de acédo do dleo junto a capsula polisacaridica presente em S. agalactiae
(Pluddemann et al., 2006). Similarmente, suscetibilidade da eficiéncia
dos antimicrobianos de acordo com a classificacdo de Gram também néo
foi verificada por Ushimaru et al. (2007), avaliando extratos metanélicos
de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.) e alho (Allium sativum
L.) sobre Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus e
Enterococcus sp. constatando que o extrato metandlico de cravo-da-
india (95mg mL?) foi mais efetivo sobre bactérias Gram positivas e alho
(133 mg mL*) mais eficaz contra bactérias Gram negativas. Valeriano
et al. (2012), comparando a acdo antibacteriana do dleo essencial de M.
piperita contra bactérias Gram positivas e gram negativas observaram
maior atividade para as Gram positivas, seguindo a ordem crescente
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seguinte: Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Enterobacter
sakazakii e Listeria monocytogenes.

Condicbes de alto adensamento e baixa qualidade da agua
incitam a liberacdo de cortisol, levando os peixes a um quadro de
estresse. Organismos estressados apresentam anorexia, esgotamento de
reservas de glicogénio e imunossupresséo, desfavorecendo a resisténcia
aos patdgenos (Evans et al. 2002, Oba et al. 2009). Por essa razdo 0s
animais foram induzidos a andxia antes da infeccdo experimental. Apos
48 h do desafio a mortalidade teve inicio, e tal fato pode ser atribuido a
particularidade da ag&o da cepa utilizada ou a temperatura do ambiente
de 28 °C. A severidade das enfermidades em tilapias possui relagdo com
a cepa de S. agalactiae usada, dose infectante, temperatura da agua,
biomassa e manejo zootécnico (Chang e Plumb 1996). Kayansamruaj et
al. (2014) constataram que til&pias infectadas experimentalmente com S.
agalactiae e mantidas a 35 °C apresentaram mortalidades de 85%,
enquanto que as mantidas a 28 °C apresentaram 45%. Os peixes ndo
suplementados apresentaram as maiores mortalidades, evidenciando
melhor resposta a infec¢do dos animais alimentados com dieta
suplementada. O aumento da sobrevivéncia ap6s administracdo de 6leos
esséncias na alimentagdo de tilapias-do-nilo também foi relatado em
outros estudos utilizando casca de laranja (Citrus sinensis) contra S.
iniae (Acar et al., 2015), canela (Cinnamomum verum) reduzindo a
mortalidade ap6s infeccdo com S. iniae e 6leo de cravo (Syzgium
aromaticum) mostrando resultados semelhantes em tilapia apds desafio
com Lactococcus garvieae (Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn,
2009, 2010). Mentha piperita também promoveu maior sobrevida (40 e
60%) nos maiores nives de suplementagdo (0,3 e 0,4%) para infeccdo de
Lates calcarifer com Vibrio harveyi (Talpur, 2014). No presente estudo,
0 isolado provocou a enfermidade nos peixes, o que foi confirmado
pelos sinais clinicos caracteristicos observados em todos os animais e
pelo postulado de Koch. A suplementacdo com M. piperita foi capaz de
manter o consumo de alimento dos animais dentro da normalidade no
primeiro dia ap6s o desafio, ao contrario dos animais néo
suplementados. Este fato talvez seja explicado pela elevada
concentracao de bactérias patogénicas administradas
intraperitonialmente (1 x 10’ UFC g peso vivo) em animais com dieta
sem inclusdo de 6leo essencial.

A presenca, quantidade e proporcdo das células no sangue
periférico representam o estado fisiolégico do animal, exibindo ampla
variacdo em funcdo de fatores externos e internos (Ranzani-Paiva e
Silva-Souza, 2004). Os valores do percentual de hematdcrito nédo
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ultrapassaram os valores de referéncia (Tavares-Dias et al., 2009),
porém foram observados valores elevados em todos o0s peixes
suplementados e ndo suplementados, Mentha o% (32,37 + 8,17%),
Mentha ow+aicool (32,43 + 1.25%), Mentha oo75% (29,94 + 0,81%),
Mentha o125% (32,7521,59%) e Mentha o290 (36,37+0,75%),
principalmente na maior concentracdo de suplementagdo com Mentha
0.25%. O mesmo foi mostrado na inclusdo de gengibre para trutas arco-
iris (O. mykiss) (Nya e Austin, 2009), robalo asiatico (Lates calcifer)
(Talpur et al., 2013) e esturjdo (H. huso) (Kanani et al., 2014), assim
como Adel et al. (2016) que encontraram valores de hematocrito mais
elevados na maior concentragdo de extrato de M. piperita suplementado
na dieta. O percentual de hematocrito em peixes variam entre 20 e 45%
e para sua interpretacdo € necessario ponderar que peixes mais ativos
podem exibir valores maiores de hematocrito, devido a demanda de
oxigénio ser maior (Hrubec e Smith, 2010). O hematocrito consiste em
um indice muito utilizado para evidenciar efeitos de fatores ambientais
sobre 0s peixes, por apresentar o menor coeficiente de variacdo nestes
animais (Tavares-Dias e Faustino, 1998).

Mentha piperita é fonte de minerais como o potassio, célcio,
ferro, manganés e magnésio, também é rico em vitaminas, incluindo
vitamina A, betacaroteno, vitamina C e vitamina E (Rita e Datta, 2011).
Possivelmente 0 modo de acdo do extrato da planta sobre os indices
hematol6gicos pode-se dar em razdo do efeito da vitamina C no
aumento da absor¢&o de ferro no intestino do peixe e outras vitaminas e
minerais que auxiliam em melhorias na hematopoiese (Lim et al., 2000;
Sharifzadeh et al., 2015).

O ndmero total de leucécitos foi maior nos animais
suplementados com Mentha o250 do que nos suplementados com
Mentha o,125%. Similarmente, o nimero total de trombdcitos também foi
maior nos peixes suplementados com Mentha o25% quando comparado
aos ndo suplementados Mentha oo+acoo.  ObServa-se que a
suplementagdo com Mentha o259 apresentou alterac@es significativas de
aumento no ntimero de leucocitos totais e trombdcitos totais circulantes,
possivelmente proporcionando aos animais uma resposta inata celular
mais preparada. A administracdo oral de imunoestimulante foi descrita
provocando melhorias no sistema imune inato por meio de melhora na
atividade leucocitaria e protecdo contra enfermidades (Sakai, 1999).
Vérios estudos confirmaram melhoria nos parametros imunes inatos
depois da administragdo de plantas medicinais como imunoestimulantes
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(Dugenci et al.,2003; Reverter et al., 2014; Harikrishnan et al.,2015;
Van Hai, 2015; Vallejos-Vidal et al.,2016).

Com relagéo aos parametros imunolégicos do plasma, ndo houve
diferenca significativa, exceto na proteina total do plasma. A proteina
total do plasma consiste em importante varidvel imune inespecifica
(Magnadéttir, 2006). Tais alteragfes da concentracdo de proteina total
do plasma sdo causadas principalmente por mudangas no volume
plasmatico, assim, qualquer estresse que induza esta situacdo pode
alterar os valores de proteina total (Melo et al., 2009). O aumento no
percentual de hematdcrito pode explicar as alteragdes no volume do
plasma. A semelhanca dos peixes suplementados e 0s nao
suplementados sugere que a suplementacdo com 6leo essencial nédo
comprometeu o equilibrio osmético do plasma. A aglutinacdo de
patégenos € mediada principalmente por imunoglobulinas (Swain et al.,
2006). Portanto, a capacidade de aglutinagdo manteve-se inalterada entre
0s animais porque ndo houve diferenca na concentracdo de
imunoglobulinas.

N&o foram encontradas diferengas significativas no desempenho
zootécnico dos peixes, situacdo ja elucidada por outros autores que
observaram niveis distintos de éleos essenciais e similares aos utilizados
neste estudo ndo promovendo efeito no crescimento para alevinos de
tilapia-do-nilo (Zheng et al., 2009; Navarrete et al. 2010; Campagnolo et
al. 2013; Villeda, 2013; Baba et al., 2016). A possivel explicacdo para
inclusdo de oOleos essenciais ndo promoverem melhor desempenho
zootécnico nestes casos pode ter sido 0 emprego de pequenas dosagens
de Oleos nas dietas, ja que seu efeito é dose-dependente conforme
relatado por Harikrishnan et al. (2011).

Em conclusdo, a suplementacdo com o6leo essencial de Mentha
0,25%, quando comparado as concentracfes de Mentha o075%, Mentha
0,125% € controles promoveu maior sobrevivéncia apés o desafio. O 6leo
essencial de M. piperita aumentou a resisténcia contra S. agalactiae,
patégeno responsavel por grandes perdas na tilapicultura. Entretanto,
estudos devem ser feitos com concentragdes maiores e intermediérias
para determinar sua melhor acéo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O uso do 6leo essencial de horteld (Mentha piperita) revelou-se
uma alternativa eficiente para promover a resisténcia a enfermidades em
juvenis de tilapia-do-nilo. Em relacdo as concentragdes testadas, a
inclusdo de 0,25% de M. piperita na dieta proporcionou os melhores
resultados. Futuros estudos sdo indispensaveis para testar os efeitos de
doses maiores e/ou intermerdiérias deste Oleo, a fim de determinar a
concentracdo ideal que proporcione efeitos benéficos a espécie.
Finalmente, de posse de ampla informacdo sobre 0 mecanismo de agéo
do 6leo essencial de horteld, serdo possiveis estudos que avaliem a
aplicacdo dele combinado a outros Gleos essenciais para verificar
possiveis efeitos sinérgicos de seus compostos.
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APENDICE

Figura 2 - Tilapia-do-nilo infectada com Streptococcus agalactiae
apresentando exoftalmia acentuada. Fonte: desenvolvido pelo autor
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Figura 3 - Reisolamento da bactéria pelo postulado de
Koch, a fim de confirmar o quadro de doenca, mostrando
0os Orgdos internos do peixe liquefeitos. Fonte:
desenvolvido pelo autor
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ATIVIDADES DO LABORATORIO AQUOS - SANIDADE DE
ORGANISMOS AQUATICOS

Formado por uma equipe de pesquisadores, estudantes de Pos-
Graduacdo e Graduacdo, coordenado por Prof. Dr. Mauricio Laterca
Martins e Prof. Dr. José Luiz Pedreira Mourifio, o Laboratério AQUOS,
€ um laboratério de pesquisa na area de Patologia de Organismos
Aquaticos, sediado no Centro de Ciéncias agrarias da Universidade
Federal de Santa Catarina. Tem como objetivo desenvolver pesquisa
basica e aplicada, para atender as diferentes necessidades do setor
produtivo da aquicultura relacionadas as enfermidades. Cumpre este
objetivo com o desenvolvimento de projetos de pesquisa, dissertacdes
de Mestrado e teses de Doutorado. Logo, contribui com a formacéo de
recursos humanos, como profissionais graduados, mestres, doutores e
pos doutores altamente qualificados preparados para a demanda.

O laboratério possui as seguintes linhas de pesquisa:
Ictiopatologia, Ictioparasitologia, Hematologia, Ecologia de parasitos de
peixes, Estresse e inflamacdo em peixes, Probidticos na aquicultura,
Imunoprofilaxia, Tratamento de patégenos com fitoterapicos, Doengas
parasitarias e hemato-imunologia de cefaldpodes.

Os conhecimentos obtidos nestas pesquisas, sdo publicados em
artigos cientificos de &mbito nacional e internacional, livros e capitulos
de livro, contribuindo para praticas adequadas de manutencéo da salde
de organismos aquaticos, bem como relatos da presenca de patégenos
em animais aquéticos selvagens ou cultivados, e recomendacdes de
medidas de controle. Possui parceria com instituicbes publicas como
EMBRAPA, EPAGRI, Universidades Federais, Estaduais, Particulares e
companhia privada AQUIVET Salde Aquética, na forma de trabalhos
em rede, sempre visando melhor produtividade da atividade.



