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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade e o efeito anestésico do 6leo essencial de
Mentha piperita (Horteld-pimenta) para a espécie Prochilodus argenteus. Para a realizagéo do
teste de toxicidade, o experimento foi conduzido com dois controles: um mantido apenas com
agua do tanque de cultivo (agua) e outro mantido com agua do tanque de cultivo com a adi¢éo
de &lcool etilico (agua + alcool), numa mesma quantidade daquela necessaria para a dilui¢éo
do Oleo essencial (OE) de Horteld-pimenta na agua e outros seis tratamentos contendo
concentragdes crescentes do OE na &gua de cultivo: 40, 44, 48, 52, 56 e 60 pL L, com duas
repeticdes. Os peixes passaram por jejum de 24 horas antes do inicio do teste de toxicidade.
Durante o periodo de 4 h de exposicdo aos distintos tratamentos, foram registrados a
mortalidade dos peixes de cada unidade experimental para determinagdo da concentracao letal
(CLso-4 n). Foram observadas mortalidades nos tratamentos que continham concentragdes a
partir de 44 pL L. N&o foi observada sobrevivéncia para os peixes expostos as concentracoes
de 60 pL L. A CLso- 4 para o Prochilodus argenteus ao 6leo essencial de Mentha piperita é
de 48 pL/L™. Para o teste do efeito anestésico, foi observado o comportamento dos peixes em
diferentes concentracdes crescentes do OE na agua (110, 130, 150, 170 e 190 uL L™). Dez
peixes para cada concentracdo. Os peixes passaram por jejum de 24 horas antes do inicio dos
testes. Foram observados comportamentos incomuns como repouso, perda do equilibrio e, por
fim, paralizacdo do batimento opercular. Apds o Ultimo comportamento, os peixes foram
imediatamente retirados das unidades experimentais e transferidos para unidades de
recuperacdo sem a presenca do OE. O tempo de cada comportamento, como também, de
recuperacdo foi registrado, em minutos, com o auxilio de um cronémetro digital. O ¢leo
essencial de M. piperita demonstrou ser um eficiente anestésico para juvenis de curimatd-pacu
na concentracdo de 170 uL L, com reduzido tempo de anestesia (<4 min) e de recuperacdo

(<10 min), sem mortalidade.

Palavras-chave: Mentha piperita; Curimaté-pacu; Concentracdo Letal, Anestesia



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the toxicity and anesthetic effect of the essential oil of Mentha
piperita (Peppermint) for the species Prochilodus argenteus. To carry out the toxicity test, the
experiment was conducted with two controls: one kept only with water from the culture tank
(water) and the other maintained with water from the culture tank with the addition of ethyl
alcohol (water + alcohol), in a same amount of that necessary for the dilution of peppermint
essential oil (EO) in the water and six other treatments containing increasing concentrations of
the EO in the cultivation water: 40, 44, 48, 52, 56 and 60 pL L*, with two repetitions. The fish
were fasted for 24 hours before the start of the toxicity test. During the 4 h period of exposure
to the different treatments, the mortality of fish in each experimental unit was recorded to
determine the lethal concentration (LCso-41). Mortality was observed in treatments containing
concentrations from 44 pL L. Survival was not observed for fish exposed to concentrations of
60 pL Lt The LCsosn for Prochilodus argenteus to Mentha piperita essential oil is 48
pL/L-1. To test the anesthetic effect of Mentha piperita essential oil , the behavior of fish was
observed at different increasing concentrations of EO in water (110, 130, 150, 170 and 190 pL
L1). Ten fish for each concentration. The fish were fasted for 24 hours before the start of the
tests. Unusual behaviors such as rest, loss of balance and, finally, stoppage of the opercular beat
were observed. After the last behavior, the fish were immediately removed from the
experimental units and transferred to recovery units without the presence of the EO. The time
of each behavior, as well as the recovery time, was recorded, in minutes, with the aid of a digital
stopwatch. M. piperita essential oil proved to be an efficient anesthetic for curimatd-pacu
juveniles at a concentration of 170 pL L%, with reduced anesthesia (<4 min) and recovery time

(<10 min), without mortality.

Keywords: Mentha piperita ; Curimatd-pacu; Lethal Concentration; Anesthesia
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1- INTRODUCAO

1.1 - Oleo Essencial de Mentha piperita

Diversas espécies de plantas medicinais vém ganhando cada vez mais destaque na
aquicultura nos ultimos anos, destacando-se as do género Mentha, popularmente conhecidas
como mentas ou hortelds, utilizadas para fins medicinais devido ao elevado grau de
propriedades antimicrobianas, carminativas (Stanisavljevi¢ et al., 2014) e antioxidantes
(MIMICA-DUKIC et al., 2003). Além de atividade inibitoria do crescimento bacteriano
(Trofano et al., 2009), antiviral, entre outros (CITARASU et al., 2010).

Este género é proveniente da regio do Mediterraneo e leste da Asia Central, é o mais
importante da familia Lamiaceae em funcéo de possuir 18 especies e 11 hibridos (TUCKER;
NACZI, 2007) Constitui uma das principais familias representantes de plantas medicinais e
uma das maiores dentre todas as Angiospermas. Atualmente cultivado em todas as regides do
mundo, destacando-se na Europa, América do Norte e Norte da Africa (SINGH; SHUSHNI;
BELKHEIR, 2005).

Dentre as mais populares Menthas ou hortelds podemos destacar a Mentha piperita
(Figura 1) conhecida como horteld-pimenta ou peppermint. E considera como uma espécie
hibrida resultante do cruzamento entre hortela-verde (Mentha spicata) e horteld-da-agua
(Mentha aquatica) (ISCAN et al., 2002), sendo uma das plantas medicinais mais antigas do
mundo e tem sido usada nas tradi¢des orientais e ocidental (KEIFER, 2007). A horteld-pimenta
é uma planta aromatica que possui ramos eretos com folhas ovaladas opostas e serradas, de cor
verde-escura a roxa-purpurea podendo atingi, entre 50 a 90 cm de altura.

O dbleo essencial de M. piperita € um dos dezoito principais OE de importancia econdmica
mundial (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). E utilizado na medicina popular na industria
de alimentos e bebidas, perfumaria, cosmética e farmacia. De acordo com Cassol (2007) a M.
piperita é utilizada na medicina popular para a amenizacdo da atonia digestiva, gastralgia,
colicas, afeccdes hepaticas, bronquite crénica, como calmante, revitalizante, antidepressivo,
antialérgico, hipotensor. Ainda na medicina popular, segundo Lorenzi e Matos (2006), o
horteld-pimenta pode ser utilizado como digestivo, no combate a nduseas e a flatuléncia, como

antivomitivo, na amenizacdo de inflamac6es de gengiva e colicas intestinais.
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Figura 1: Mentha piperita

Fonte: Terraflor

Na aquicultura, o 6leo essencial de Mentha piperita apresentou efeito antiparasitario
contra helmintos parasitos de peixes (COSTA et al., 2017; HASHIMOTO et al., 2016;
MALHEIROS et al., 2016), efeitos imunoestimulante (TALPUR, 2014), apresentou resultados
positivo sobre os parametros hematoldgicos e atividade anti-helmintica em tilépias,
recomendando-se a concentracio de 40 mL.L? de 6leo em banhos terapéuticos para
monogenoides (HASHIMOTO et al, 2016). Outra forma de inclusdo, consiste na
suplementacédo na dieta. ADEL et al. (2015) observaram que a adi¢do do OE de M. piperita a
dieta, promoveu um maior crescimento e melhor conversdo alimentar, além de melhorar os
principais parametros hematoldgicos e imunoldgicos para a espécie Rutilus frisii kutum e inibir
0 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. Em outro estudo, Talpur (2014) verificou aumento
da sobrevivéncia, ganho de peso, conversdo alimentar e reducdo da mortalidade de barramundi
(Lates calcarifer), desfiados com Vibrio harveyi com extrato de M. piperita suplementado na

dieta nas concentracfes de 1, 2, 3, 4 e 5 g/kg de racao.

1.2 - Curimata-pacu, Prochilodus argenteus

O curimata-pacu (Prochilodus argenteus) (Figura 2) € uma espécie nativa da Bacia do
Sao Francisco (Proenca & Bittencourt, 1994). Pertencente & ordem Characiformes e a familia
Prochilodontidae, é popularmente conhecida como curimba, xira, curimbaté, bambé ou zulega,

possui 0 maior porte da familia podendo pesar até 15 kg de peso corporal (Godinho & Godinho,
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2003). Esta espécie apresenta corpo fusiforme e comprido, de coloracdo prateada-acinzentada,
focinho peculiar e boca subterminal em forma de ventosa. Sdo peixes que possuem habitos
alimentares detritivoros, limnofagos, realizar migracdes de longa distancia, e apresentam
desova total e altas taxas de fecundidade (LOPES, 2010).

Figura 2: Curimata-pacu.

Fonte: Autor (2021)

Sdo peixes detritivoros, com grande importancia ecolégica. Participa da reciclagem de
nutrientes através da pré-mineralizacdo da matéria organica presente no lodo, tornando-o0 mais
facilmente degradavel pelos microorganismos ambientais Castro e Vari (2004). Bowen (1983),
em seu estudo, destaca o necessario papel destas comunidades de peixes no fluxo de energia,
na ciclagem da matéria organica e na dinamica populacional nos ecossistemas aquaticos.

Foi uma das primeiras espécies da Bacia para a qual se conseguiu realizar a inducao de
desova em 1946. Essa necessidade surgiu devido ao interesse comercial em fungdo do seu
grande porte e agradavel sabor (Godinho & Godinho, 2003), Apesar de nao reproduzirem
naturalmente em cativeiro, tem respondido positivamente a inducdo hormonal e demais
manejos reprodutivos, (Sato et al., 2003a). De acordo com AGOSTINHO (2007) por ser uma
espécie migradora acaba tendo sua reproducdo prejudicada pelos barramentos destinados a
construcdo de reservatorios de usinas hidrelétricas. De acordo com Martins (2017), Prochilodus
é considerado o género ictico de maior importancia na pesca artesanal brasileira. Baseando-se
nesta informacao, as espécies deste grupo apresentam uma relevancia socioecondémica bastante
importante para as populagdes ribeirinhas que dependem do seu extrativismo e da sua producéo

em cativeiro.
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Trata-se de uma espécie com grande potencial para a aquicultura, devido as suas
caracteristicas como boa aceitacdo a ragdo comercial para peixes onivoros (FURUYA, 2001),
rapido crescimento em sistemas intensivos de producdo (FURUYA et al., 1999), agradavel
sabor (Godinho & Godinho, 2003), por apresenta grande valor comercial (Maia et al., 1999).
Contundo, assim como outras especies nativas, o P. argenteus necessita de um pacote
tecnoldgico que otimize e incentive sua producao. Que promovam um crescimento competitivo

com as espécies exaticas ja consolidadas e manejos bem estabelecidos.

1.3 - Anestésicos na Aquicultura

O uso de anestésicos tornou-se uma pratica importante para o sucesso da aquicultura,
visando favorecer o bem-estar dos animais durante e apds as préaticas de manejo (Barbas et al.,
2017; Bianchini et al., 2017; Park et al., 2017; Teixeira et al., 2017; Hoseini et al., 2019). Os
anestésicos utilizados na piscicultura sdo classificados quanto a sua origem em produtos
sintéticos ou naturais (PURBOSARI et al., 2019). Quanto aos anestésicos sintéticos, 0s mais
utilizados em peixes sdo a tricaina metanosulfonato (MS-222), benzocaina, barbituricos, 2-
fenoxietanol, sulfato de quinaldina, etomidato, metomidato e propofol (BOLASINA et al.,
2017; PURBOSARI et al., 2019; SOUZA et al., 2019; UEHARA et al., 2019).

Entretanto, estudos mostram que alguns desses anestésicos sintéticos apresentam
alteracbes em parametros fisioldgicos dos peixes como depressdo da fungdo cardiovascular e
respiratoria, aumento do lactato, niveis elevados de catecolaminas e inibicdo da sintese de
cortisol, perda de muco, irritacdo branquial e lesdes nas corneas (INOUE et al., 2003). Podendo
ocorrer também aparecimento de lesdes oftdlmicas aos manipuladores (ROUBACH &
GOMES, 2001) e contaminar o ambiente com residuos toxicos (ROUBACH & GOMES, 2001).

Portanto, o estudo de anestésicos naturais se faz necessario para desenvolver produtos
que apresentem eficdcia em baixa concentracdo e com rapida recuperacdo, reducdo das
respostas de estresse e mortalidade dos peixes, além de apresentar baixos niveis de residuos e
um baixo custo. Nesse contexto, 0s anestésicos naturais sdo importantes na psicultura e tém
sido amplamente utilizados para prevenir lesdes corporais, facilitar o manuseio dos peixes em
operacdes de rotina na piscicultura como adensamento, biometrias, transporte, amostragem para
diagnosticos de doengas, entre outras, (ROSS e ROSS, 2008; PURBOSARI et al., 2019).

Alguns anestesicos alternativos ja foram estudados com resultados bastantes promissores
para aquicultura. No estudo de Malheiros et al. (2016) verificou efeito anestésico na
concentracgdo de 20 mg L do 6leo essencial de Mentha piperita para o pirarucu (Arapaima

gigas). Segundo SPANGHERO et al. (2019), a concentragéo de 80 mg L do 6leo essencial de
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Mentha piperita é recomendada para induzir a anestesia em juvenis de Rhamdia quelen.
SOUZA et al. (2018b) recomenda o uso do 0Oleo essencial de L. alba para a anestesia de R.
quelen nas concentragcbes de 100 e 300 pL L, respectivamente. Um dos compostos
majoritarios de Lippia alba € o linalol que € um dos mais importantes composto da inddstria da
perfumaria. Ainda para R. quelen o 6leo essencial de O. micranthum foi avaliado, sendo
estabelecida a concentragdo de 25 pL L™ para sedacdo e 200 pL L™ para anestesia. O 6leo
essencial de L. sidoides, quimiotipo timol (61,1%), induziu a anestesia profunda na
concentragéo de 20 mg L™ é recomendado como anestésico para a espécie P. mesopotamicus
VENTURA et al. (2019).

Neste contexto, 0 uso de anestésicos em sistemas de criagdo tornou-se uma pratica
importante para o0 sucesso da aquicultura. A anestesia é um estado reversivel de depressdo do
sistema nervoso central, acompanhada de perda sensorial envolvendo varios componentes que
incluem sedacédo, imobilizacdo, inconsciéncia, amnésia (perda de memaria) e analgesia (alivio
da dor) (ZAHL et al., 2012). Ja a sedacdo é um estado preliminar da anestesia em que a
sonoléncia € induzida, com a percepc¢do sensorial entorpecida e com alguma analgesia (ROSS
e ROSS, 2008). Em peixes a dose anestésica e o tempo de exposi¢cdo determina o estado
anestésico desejado. Para manejo a anestesia profunda seria o recomendado e, para o transporte
0 estagio de sedacdo ja produz o efeito necessario (COOKE et al,2004).

As vias de aplicacdo anestésicas mais comuns em peixes sdo a injetavel ou através da
agua por inalacdo. Na piscicultura a via mais utilizada para operac@es de rotina é a inalatoria,
realizada por meio de banhos de imerséo, sendo o0 anestésico absorvido pelas branquias (ZAHL
etal., 2012). Segundo Roubach e Gomes (2001), para manejo de peixes € preferivel a anestesia
profunda principalmente para seguranga dos animais e manipuladores, esse estagio deve ser
atingido entre 1 a 3 minutos, com tempo de recuperac¢do inferior a 5 minutos.

Entretanto, o anestésico ideal deve produzir anestesia rapida (1 a 5min) e recuperacao
rapida (<10min), dos peixes, além de ser barato, pratico de usar, solivel em agua e nao deixar
residuos em peixes, humanos ou no meio ambiente (PARK et al., 2017; BOLASINA et al.,
2017; PURBOSARI et al., 2019). Na aquicultura, tais caracteristicas tém sido investigadas em
produtos extraidos das plantas, em especial os 6leos essenciais (Boijink et al., 2016;
Baldisserotto et al., 2018; Batista et al., 2018; Souza et al., 2019). O 6leo de O. gratissimum,
10 mg L%, é recomendado como uma alternativa para uso no transporte de P. orbignyanus, por
ndo promover alteragdes em pardmetros de estresse como a glicose sanguinea e nos parametros
de qualidade de &gua como temperatura, pH, oxigénio dissolvido, alcalinidade, didxido de

carbono, amonia total e ndo ionizada (BENOVIT et al., 2012). O o¢leo de L. alba é uma
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alternativa viavel para substituir os anestésicos quimicos nos peixes. Além do 6leo essencial de
L. alba, um outro produto alternativo desta planta é o hidrolato, subproduto da extracéo do 6leo,
0 qual é recomendado na concentracdo de 20% para anestesia de C. macropomum, em

operacdes de rotina como biometria e na inducdo de desova (SANTOS MAIA et al., 2019).

1.4 - Toxicidade

Para poder determinar o potencial deletérios que alguns produtos toxicos podem exercer
sobre 0s organismos, é necessario, frequentemente, obter respostas rapidas. Nesse sentido, 0s
testes de toxicidade aguda sdo ferramentas importantes e confidveis para estimar as
concentracdes de um determinado produto toxico que provocam efeitos deletérios em uma dada
populacédo de organismos. Com relacéo a resposta aos testes de toxicidade, podem ser do tipo
letais.

Nos testes de respostas letais, utiliza-se, como padréo, a LCso (Concentragéo letal de
50%), isto €, a concentracdo letal responsavel por causar a morte de 50% dos organismos-teste
durante certo tempo de exposi¢cdo. Normalmente, o valor obtido num teste de toxicidade aguda
é a CLso (concentracdo letal a 50% da populacao), sendo este o valor utilizado na pratica. Esses
testes permitem o reconhecimento dos produtos quimicos que apresentam menores riscos de
impacto ambiental e toxicidade, além de identificar aqueles que poderiam ser utilizados na
piscicultura.

Tais problemas tém estimulado a investigacdo do uso de plantas medicinais como
alternativa para o tratamento de doengas em peixes. Diante disso, diversos produtos naturais
vém sendo usados como agentes antiparasitarios na aquicultura, em substituicdo aos produtos
quimicos sintéticos. Os produtos naturais geralmente causam menor resisténcia, apresentam
baixa toxicidade, sdo facilmente biodegradaveis e in6cuos ao ambiente (Maximiano et al.,
2005). No entanto, para que plantas medicinais e seus derivados possam ser utilizados com
finalidades terapéuticas, testes de toxicidade devem ser realizados para determinar as
concentragOes letal seguras para cada espécie de peixe (Grisolia, 2005).

Os testes de toxicidade possibilitam estabelecer limites permissiveis para varias
substancias quimicas, além de avaliar os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar
a toxicidade relativa das substancias (BERTOLETTI, 1990). Nos testes de toxicidade aguda
sdo utilizadas diferentes concentracfes de dada substancia, dentro de condigcdes pré-
estabelecidas. Durante esses testes, sdo avaliados nos organismos alteragdes comportamentais,

fisioldgicas, bioquimicas, histologicas e/ou genotoxicos (Ferreira, 2004).
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Segundo lombard (2004), os testes de toxicidade agudam s&o experimentos de curta
duracdo, que proporcionam rapidas respostas em estudos sobre efeitos toxicos letais, em que 0
objetivo e determinar a concentragdo letal media (CLsp) de uma certa substancia sobre 0s
organismos aquaticos, em um tempo de 24 a 96 horas de exposicdo. O efeito observado ao final
de 96 horas de exposicdo é a imobilidade ou a mortalidade dos organismos, utilizando-se
geralmente a concentracéo letal Média (CLso), isto é, aquela em que metade dos individuos
morre depois de um determinado tempo de exposicdo ao agente (RANZANI-PAIVA, 2004,
COSTA & OLIVI, 2008). A dose letal 50% de uma substancia expressa grau de toxicidade
aguda de substancias quimicas, correspondem as doses que provavelmente matam 50% dos
animais de um lote utilizados para experiéncia. Assim, a exposicdo a uma elevada concentragéo
de agentes toxicos, mesmo que por curto periodo de tempo, pode causar efeitos deletérios aos
organismos aquaticos.

Segundo Pavanelli et al. (2002), no Brasil, séo raros os estudos realizados com o objetivo
de se testar a eficacia de drogas utilizadas no combate as doencas de peixes. De acordo com
MARTINS (2004), o ideal seria que o produto quimico utilizado na aquicultura apresentasse
caracteristicas, tais como, a auséncia de danos ao tecido animal, degradacéo rapida, inexisténcia
de residuo na agua, no substrato ou no tecido do animal, ndo interferir na qualidade da agua,
ndo oferecer perigo aos humanos e animais, baixo custo e facil aplicacdo. Concentragdes
utilizadas nos tratamentos de alguns parasitas, geralmente sdo proximas da concentracéo letal,
devendo-se avaliar o efeito fisiologico de tais tratamentos (ARAUJO, et al., 1997).

A busca por compostos antiparasitarios de origem vegetal deve-se a escassez de
compostos comerciais que eliminem parasitos de forma eficiente e com menor toxicidade.
Porém, plantas medicinais ou seus derivados, quando utilizados para fins profilaticos e
terapéuticos, devem sempre ser testados quanto a sua toxicidade, pois os limites de tolerancia
podem variar de acordo com a espécie de peixes, idade, tamanho e com o tempo de exposicao
ao produto (Winkaler et al. 2007; Tavechio et al. 2009).

E de extrema importancia que se realize ensaios de toxicidade para atestar que os
compostos quimicos presentes no 6leo essencial de Mentha piperita ndo exercem atividades
toxicas que inviabilizem seu uso para fins terapéuticos, porque alguns produtos apresentam
concentracdo proxima da letal e a toleréncia a alguns produtos depende da condi¢do em que se
procede o tratamento (FAJER-AVILA et al. 2003).



18

2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade e o efeito anestésico do 6leo essencial de Hortela-pimenta (Mentha
piperita) em juvenis de curimatéd-pacu (Prochilodus argenteus).

2.2 - Objetivos Especificos

e Determinar a concentracdo letal do éleo essencial de M. piperita para 50% da

populacdo (CLso-4n) de juvenis de curimata-pacu.

e  Determinar a concentracdo ideal de M. piperita para anestesiar juvenis de curimaté-

pacu.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Obtenc&o do Oleo Essencial de Mentha piperita

O dleo essencial (OE) de M. piperita foi obtido no Laboratorio de Plantas Medicinais da
Embrapa Amazénia Ocidental (Manaus, Amazonas, Brasil). As partes aéreas (folhas e/ou
inflorescéncias) da planta foram removidas para extracdo do OE pelo processo de
hidrodestilacdo. A analise 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%). Os

compostos quimicos do 6leo essencial de Mentha piperita, estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial de Mentha piperita.

Pico Quant 2o IR Identificacdo

1 t 929 alfa-tujeno

2 0,8 937 alfa-pineno

3 0,1 953 3-metil-cicloexanona
4 0,4 975 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 3,5 1031 limoneno

10 21 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: tracos, IR: indice de retencédo, Total identificado: 99,5%
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A natureza hidrofobica do OE exigiu que fosse elaborada uma solugéo estoque diluida
em alcool etilico 99,8%, utilizando a propor¢do de 1:9 (OE:alcool, v:v), para facilitar a sua

diluicdo em agua.

3.2 - Peixes e Aclimatacao

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de peixes carnivoros e cultivo de
algas do centro de Referencias em Aquicultura e Recursos Pesqueiro do Sao Francisco
(CERAQUAI/SF), Porto Real do Colégio, estado de Alagoas, Brasil. As larvas de Curimata-
pacu foram obtidas a partir da reproducéo induzida de reprodutores, onde foram realizadas todas
as etapas do processo de reproducdo, desde a desova até a fase juvenil, de acordo com protocolo
descrito por (woynarovich & Horvéath, 1980). Apds o consumo do saco vitelinico, as larvas
foram para tanques de larvicultura onde permaneceram por 60 dias, com alimentacdo
balanceada, até atingirem peso médio de 7,71 + 2,68 g, e iniciados 0s experimentos de
toxicidade e anestesia.

3.3 - Teste de Toxicidade do Oleo Essencial de M. piperita (CLso - sn) em Juvenis de
Curimaté-pacu.

Para o teste de toxicidade aguda, utilizou-se 140 alevinos de curimata-pacu, distribuidos
de forma aleatéria em 14 aquarios com capacidade de 10 litros de agua, porém com 8 litros
cada e com uma densidade de 10 peixes/aquario. Em seguida, os peixes foram mantidos sem
alimentacdo e em sistema estatico, com aeracdo constante de agua. Cada tratamento foi
constituido por duas repeticdes e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
contendo dois grupos controles, um usando somente dgua do tanque de cultivo (Controle 1) e
outro usando agua do tanque de cultivo com a adicdo de alcool etilico, numa mesma quantidade
daquela necessaria para a diluicdo do 6leo essencial de Mentha piperita na agua (Controle 2) e
seis concentracdes crescentes (40, 44, 48, 52, 56 e 60 uL L) do dleo essencial de M. piperita.
Durante o periodo de 4 horas de exposicdo ao 0leo de M. piperita, a mortalidade dos peixes foi
registrada. Para avaliacdo da mortalidade, ap6s o periodo de exposicdo, os peixes foram
retirados das unidades experimentais e transferidos para unidades contendo &gua sem adi¢éo do
oleo. Apo6s uma hora da transferéncia, foram considerados mortos 0s peixes que nédo se observou

movimento opercular e ndo respondiam a estimulos mecénicos.
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3.4 - Efeito Anestésico do Oleo Essencial de M. piperita (OEMP)

Para inducdo anestésica, os peixes foram expostos a diferentes concentracGes do 6leo
essencial de Mentha piperita (110, 130, 150,170 e 190 pL L), que foram estabelecidas com
base em testes preliminares. Nos ensaios foram utilizados 10 peixes e submetidos, um de cada
vez, as concentragOes estabelecidas. Cada peixe foi utilizado apenas uma vez.
experimento. Para cada concentracdo de OE avaliado, os peixes foram utilizados apenas uma
vez. O teste de inducéo anestésica foi realizado em aquarios contendo 8 L de agua.

Os tempos de indugdo foram cronometrados em minutos, com auxilio de um cronémetro
digital, até que atingissem os diferentes estagios de anestesia, de acordo com a tabela 2. Foi
considerado anestesiado o animal que atingiu o estagio 3 (parada do opérculo).

Tabela 2: Estagios de inducdo e recuperacdo anestésica em juvenis de curimata-pacu.

Estagios Inducéo Recuperacao
1 Repouso Retorno do opérculo
2 Perda do Equilibrio Inicio da natagdo
3 Parada do Opérculo Recuperacéo

Apbs o periodo de inducdo também foram observados os tempos de recuperacdo (Tabela
2), onde os animais eram retirados da agua e realocados no aquario de recuperagéo, contendo 8
litros de agua limpa, livre de anestésico, com aeracdo constante. O tempo necessario para o
aparecimento dos padrdes comportamentais avaliados foi monitorado e registrado com auxilio

de um cronometro digital.

3.5 - Qualidade da Agua
Os parametros fisico-quimicos de qualidade da agua foram mensurados com uma sonda
multiparametro YSI 556 MPS® no inicio do experimento de toxicidade aguda e do teste de

anestésico.

3.6 - Analise Estatistica

O CL (s0-4n) no teste de toxicidade aguda, foi determinada através de andlise de regresséo
linear (concentracdo x tempo de inducdo anestésica; concentragdo x tempo de recuperagédo). A
avaliagéo da atividade anestesica foi realizada por anélise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Teste de Toxicidade Aguda em Juvenis de Curimata-Pacu.

Durante o experimento, os resultados obtidos dos parametros fisicos e quimicos da agua
(Tabela 3) encontraram-se dentro da faixa determinada como adequada. Essas varidveis foram
tomadas usando-se a sonda multiparametro YSI 556 MPS®.

Tabela 3 - Parametros de qualidade da agua durante o experimento de toxicidade aguda.

Parametros fisico-quimicos Teste de toxicidade
da agua

Temperatura (°C) 27,2 +42
Salinidade (g L) 0,0+0,0
Oxigénio dissolvido (mg L™) 74+11

pH 6,7+1,0
Turbidez (NTU) 6,3+0,9
Condutividade (uS cm™) 74,7+ 11
Solidos totais dissolvidos (g/L) 5,0,04£0,0
Potencial oxidacdo/reducdo (mV) 3+ 46,3+ 0,0

Os juvenis expostos ao grupo controle, com somente (dgua) e no grupo controle com
(dgua + alcool) ndo houve mortalidade nas unidades experimentais e ndo apresentaram nenhum
sinal de alteracdo comportamental, e nas que continham o 6leo essencial com concentracdes de
40 pL L (tabela 4), alguns peixes apresentaram apenas um efeito semelhante a sedago.

N&o houve sobrevivéncia para os peixes expostos a 60 pL L Todos os peixes
apresentaram comportamentos como natacdo imprecisa, agitagdo, perda de equilibrio ficando

em posicdo diagonal, posteriormente com abddémen para cima, seguido de inércia total.
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Tabela 4 - Taxa de sobrevivéncia do curimaté-pacu expostos a diferentes concentracées do
6leo essencial de M. piperita por um periodo de 4 horas.

N° peixes vivos (%) no final do teste

ConcentragOes (Repeticao 1) (Repetigao 2)
(uL L)

40 100% 100%
44 100% 90%

48 0% 60%

52 30% 0%

56 0% 30%

60 0% 0%

As observacGes do comportamento dos peixes durante o teste de toxicidade CLso.sn,
principalmente em altas concentracdes (40, 44, 45, e 50, 60 puL L™) foram similares ao
observado por Malheiros et al. (2016) nas concentragdes de 40, 80, 100 e 160 mg L™*: natacéo
erratica, movimento do opérculo acelerado, agitacéo e letargia, abdémen voltado para cima.

Segundo LOMBARDI (2004), nos testes de toxicidade aguda ocorrem respostas rapidas
na estimativa de efeitos letais de um agente toxico com relacdo a organismos aquaticos, sendo
normalmente a letalidade ou a imobilidade os efeitos mais comuns. E s&o utilizados para avaliar
a capacidade do agente toxico em produzir efeitos deletérios nos organismos vivos RAND &
PETROCELLLI, (1985). Estes testes caracterizam-se pelo curto tempo de exposicdo (24 a 96
horas) a concentracfes geralmente altas de determinada substancia quimica CETESB, (1999).
Como descrito por Kubitza e Kubitza (1999), as doses letais para os peixes ficam muito
préximas das doses terapéuticas. Diante disto, o presente estudo reduziu o periodo de exposicao
para quatro horas.

Durante o periodo de exposicao de quatro horas ao 6leo essencial de Mentha piperita, a
taxa de mortalidade dos alevinos de curimata-pacu expostos as diferentes concentragdes do 6leo

de M. piperita estdo apresentados na figura 3.
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Figura 3. Representacdo da taxa de mortalidade de juvenis de Prochilodus argenteus expostos
por quatro horas a diferentes concentragdes do dleo essencial de Mentha piperita.
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Diante dos resultados do teste de toxicidade aguda com 6leo essencial de Mentha piperita
em juvenis de curimata-pacu, a CLso.an foi de 48,61 pL L. O Curimaté-Pacu se mostrou mais
resistente ao 6leo essencial de Mentha piperita, quando comparados a outros peixes, como a
tilapia (Oreochromis niloticus) com CLso de 40 mg L* (HASHIMOTO et al,. 2016) e o pirarucu
(Arapaima gigas) com CLsosnh de 38 mg Lt (MALHEIROS et al., 2016). Estes resultados
demonstram que o Curimata-Pacu é mais resistente ao 6leo essencial de M. piperita quando
comparados a espécie mais produzida pela piscicultura brasileira, como no caso a tilapia e outra
em pleno crescimento produtivo, o pirarucu.

Isto pode trazer beneficios quando da utilizacdo deste 6leo em banhos terapéuticos. Ja
que, alguns estudos mostraram efeitos antiparasitarios para o 0leo essencial de M. piperita.
Segundo Malheiros et al, (2016), em estudos com o pirarucu (Arapaima gigas), houve combate
a monogenoideas Dawestrema ssp quando utilizado o 6leo essencial de Mentha piperita com

variacdo de tempo nas concentrac6es de 80, 160 e 320 mg L.
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Hashimoto et al, (2016), em estudo com tilapia observou que o 6leo essencial de Mentha
piperita tem acgdo antiparasitaria contra Monogénea a partir de banhos terapéuticos, com tempo
médio de 8 minutos e 11 segundos de exposi¢do na concentracdo de 40 mg L. Para esse tempo

e concentracao foi observado uma reducdo na carga parasitaria em 72,5%.

4.2 - Efeito Anestésico do Oleo Essencial de M. piperita (OEMP)

No primeiro momento de exposi¢cdo a anestesia, 0S peixes apresentaram reagdo de
hiperatividade ao primeiro contato com o anestésico, evidenciada por movimentos rapidos no
aquario, que diminuiu a medida que o efeito do anestésico se instalava. Esse fato também foi
observado por autores como Vidal et al. (2007), Hohlenwerger et al. (2016) e Silva et al. (2012)
que relataram um aumento na atividade de peixes (nata¢do). Segundo Collins (1978), essa
hiperatividade € o primeiro comportamento observado em um animal submetido a anestesia.

N&o houve mortalidade registrada durante a realizacéo do teste ou mesmo depois de 24 h
da exposicdo. Nossos resultados corroboram com outros estudos, que também avaliaram a
utilizacdo do 6leo esséncia de M. piperita como anestésico para jundid Rhamdia quelen
(SPANGHERO et al., 2019) e eugenol como anestésico para acard bandeira Pterophyllum
scalare (MITJANA et al., 2014) e oscar Astronotus ocellatus (SILVASOUZA et al., 2015),
sendo que também n&o foi relatada mortalidade durante nem ap0s a realizagdo do experimento.

Os resultados registrados para a indugdo anestésica, assim como o tempo de recuperacao
dos peixes submetidos ao Oleo essencial de Mentha piperita, para os diferentes estagios sdo
mostrados na tabela 5. Todos 0s juvenis de curimatd-pacu expostos as concentracfes
experimentais (110, 130, 150, 170 e 190 puL L) do 6leo essencial de Mentha piperita, atingiram
0 Gltimo estagio comportamental de anestesia (parada do opérculo) e recuperacdo. A medida
que foram aumentadas as concentracdes do 6leo essencial, os tempos de inducdo anestésica
foram diminuindo, no entanto, ndo alterou o tempo de recuperacdo para as diferentes

concentragfes em curimata-pacu.
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Tabela 5. Tempo (em minutos) de indugdo e recuperacao aos diferentes estagios de anestesia
para juvenis de curimatd-pacu expostos a diferentes concentra¢des do 6leo essencial de Mentha
piperita. Os estagios de anestesia estdo de acordo com os critérios de Stoskopf (1993). Valores

apresentados em média + desvio padrao.

Concentracéo Inducdo a anestesia
(UL L™ Repouso Perda do equilibrio Parada do opérculo
110 0,63+0,15a 2,33+0,23a 6,05+0,51a
130 0,51+0,15a 2,08+£0,11ab 7,60+0,68b
150 0,64 £0,03 a 1,24+0,10c 4,35+0,28 ¢
170 0,61+£0,05a 1,71+ 0,27 bd 3,28+0,12d
190 0,60 £ 0,06 a 1,33+ 0,06 cd 3,74+0,18 cd
Recuperacdo

Rg;z;gﬁlgo Inicio da Natacéo Recuperacéo
110 0,37+0,01a 1,86 +0,77a 4,22+0,04a
130 0,38+0,09a 1,81+0,38a 4,42 +£0,65a
150 0,38+ 0,08 a 1,43+0,36a 3,25+0,18b
170 0,39+0,17 a 1,86 +0,41a 3,38+£0,22b
190 0,46+ 0,03 a 2,33+0,63a 3,50+ 0,25 ab

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

A acdo anestésica do 6leo essencial de Mentha piperita obtida com o curimaté-pacu pode
ser atribuida aos compostos majoritarios de seu 6leo como mentol, mentona, mentofurano, 1,8-
cineol e acetato de metila (Beigi et al., 2018). Principalmente o mentol que age sobre o acido
gama-aminobutirico tipo A (GABAA). Presente em maiores proporcdes no 6leo essencial de
M. piperita, tem sua acdo anestésica relacionada, em parte, com a ativacdo dos receptores
GABAA, principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central (Watt et al., 2008).
A estimulacdo do GABAA por farmacos agonistas, também denominados farmacos
gabaérgicos, determina o aumento da condutancia do ion cloro da superficie para o interior da
célula alvo, com isso, ocorre a hiper-polarizagdo da membrana, causando depressédo do SNC e
consequente anestesia (DUARTE, 1994; GUENETTE et al., 2007).

Durante a indugdo anestésica foi observada a passagem sequencial pelos estagios
comportamentais de anestesia descritos na Tabela 2: repouso, perda do equilibrio e parada do
opérculo. Estes padrées comportamentais produzidos por anestésicos em peixes foram descritos
de acordo com os critérios de Stoskopf (1993).

Conforme a tabela 5, para os juvenis, as concentragdes testadas (110 a 190 uL L™ foram

induzidas a todos os estagios de anestesia. Os juvenis expostos as concentrages 110 pL L e
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130 pL LT apresentaram maior tempo de inducgdo anestésica do que nos peixes expostos a
maiores concentracdes. Estas concentragdes induziu os individuos ao referido estagio em tempo
médio de (6,05 £ 0,51) e (7,60 + 0,68) minutos. Conforme os resultados alcancados neste
trabalho, a concentracdo recomendada para juvenis de curimati-pacu é de 170 pL L™ do 6leo
essencial de Mentha piperita, pois a mesma permite a inducdo e recuperacdo em tempos de
(3,28 £ 0,12) e (3,38 + 0,22) respectivamente, obedecendo as recomendacgOes de Park et al.
(2003), uma das caracteristicas desejaveis em um anestésico é a capacidade de induzir a
anestesia em 3 minutos e possibilitar a recuperacdo dentro de 10 minutos.

Segundo Sladky et al., (2001) a inducéo rapida garantird uma recuperacao mais segura e
sem incidentes nos peixes, mesmo a custa de doses mais altas. No presente estudo,
concentracdes crescentes do 6leo essencial de Mentha piperita reduziram o tempo para
anestesia. Ao contrario a isso as concentragdes menores aumentaram o tempo de inducao
anestésica.

Quanto ao tempo de recuperacdo, todas as concentracfes estavam de acordo com 0s
critérios estabelecido por Park et al. (2019), para escolha de um anestésico eficaz, é
recomendado que este produto deve produzir anestesia em periodo menor ou igual a trés
minutos e permitir uma recuperagdo em prazo méaximo de 10 minutos. A recuperagdo dos
individuos submetidos & concentragdo de 110 pL L foi semelhante a obtida com animais
expostos a 130 pL L™ que por sua vez apresentou diferenca significativa em relagdo as
concentracdes de 150, 170 e 190 pL L. A concentragBes de 150 e 170 pL L foi as que
apresentaram menor tempo de recuperacao, 3,25 + 0,18 e 3,38 £ 0,22 minutos, respectivamente.
Assim, observou-se que o menor tempo de recuperacdo ndo esta diretamente relacionado ao
menor tempo de indugdo nem a menor concentracdo. Este padrdo de recuperacdo de juvenis ja
havia sido observado com o eugenol ap6s a anestesia do salméo do atlantico (Salmo salar)
(Iversen et al., 2003) e pacu vermelho (Piaractus brachypomus) (Sladky et al., 2001).

De acordo com Ostrensky et al. (2000) e Gomes et al. (2001), o tempo de recuperagédo do
peixe é influenciado pelo tempo de exposic¢ao ao farmaco e pela temperatura. De maneira geral,
independentemente da classe de peso e dose utilizadas, os valores minimo e maximo de
recuperacdo foram, respectivamente, (3,25 + 0,18 e 4,42 = 0,65) minutos. Sendo assim,
constatou- -se que o tempo de recuperacao foi pouco ou néo foi influenciado pelas diferentes
concentracdes, fato também observado por Vidal et al. (2007). Entretanto, o tempo de
recuperacdo ndo excedeu a 10 minutos, para nenhuma das concentragdes, preenchendo o0s

requisitos sugeridos por Ross & Ross (2008).
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Os anestésicos sdo absorvidos principalmente pelas branquias (SUMMERFELT e
SMITH, 1990) e espécimes menores tém maior area de superficie branquial em relagdo ao corpo
(JAVAHERY etal., 2012). Assim, a absorcao do anestésico provavelmente sera mais eficiente
e rapida em pequenos espécimes ou durante estagios iniciais de desenvolvimento, como
observado neste estudo.

Outros resultados em relagdo a inducdo e recuperagdo a anestesia com 6leo essencial de
M.piperita foram observados para as espécies de peixes como C. macropomum (BRANDAO
et al., 2021) e R.quelen (SPANGHERO et al., 2019 ). No presente estudo, para o P. argenteus
foi observado resultados com efeito oposto aos observados para essas espécies. Tanto para o C.
macropomum e o R. quelen, & medida que foram aumentadas as concentracGes do Oleo
essencial, os tempos de indugdo anestésica foram diminuindo. Na recuperacdo, observou-se um
efeito contrario ao da inducdo anestésica, pois quanto maior a concentracéo, maior foi o tempo
de retorno da atividade natatdria dos peixes. O mesmo ocorreu para 0 C. macropomum com uso
de 6leos essenciais de A. triphylla (BRANDAO et al., 2021); Lippia alba e L. origanoides
(BATISTA et al., 2018; da SILVA et al., 2019); Ocimum gratissimum (BOIJINK et al., 2016);
e Aniba rosaeodora e Aniba parviflora (BALDISSEROTTO et al., 2018).

Semelhante ao presente estudo, da mesma forma como observado por Yousefi et al.
(2018), no qual 0 aumento na concentracdo de eugenol durante a inducédo anestésica, ndo alterou
0 tempo de recuperacdo para as diferentes concentracdes em Cyprinus carpio, também foi
observado no presente estudo com a M. piperita para o curimaté-pacu. Souza-Silva et al. (2015)
que utilizou eugenol para anestesia de Oscar (Astronotus ocellatus), verificaram que ocorreu
grande variagdo nos tempos de recuperacao, nao havendo reducdo no coeficiente de variagao
dos tempos de recuperacdo a medida em que a dose € aumentada. Com o composto isolado
mentol, Facanha & Gomes (2005) induziram a anestesia de tambaquis com concentracdes de
50-250 mg L com o tempo de 358 a 105 segundos (5,97 a 1,76 minutos), cujo tempo de
indug&o foi menor do que o alcangado neste estudo com 0 OEMP. Para S. brasiliensis, todas as
concentragbes de mentol avaliadas (60, 90, 120 e 150 mg L™) induziu a anestesia, sem
ocorréncia de mortalidade. De forma semelhante, para a espécie Oligosarcus argenteus todas
as concentragdes de mentol (25, 50, 75, 100 e 125 mg L™!) foram eficientes para inducdo da
anestesia profunda, com os tempos variando de 8,38 a 1,09 minutos (Uehara et al., 2019).

Gongcalves et al. (2008) ao estudar o mentol como anestesico de juvenis de pacu (P.
mesopotamicus), afirma que a substancia anestésica possui grande margem de seguranca, pois
nédo provocou mortalidade nos animais testados; do mesmo modo que Faganha e Gomes (2005)

analisando juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), mesmo ap0s uma exposi¢do
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prolongada (30 minutos) ao anestésico, e Simdes e Gomes (2005), ao testarem elevada

concentragdo (500 mg L) em juvenis de tilapia.

5- CONCLUSAO

O oleo essencial de Mentha piperita é toxico para juvenis de Curimata-pacu (Prochilodus
argenteus) quando se é exposto por quatro horas a concentragcdes superiores a 40,00 pL L,
apresentando concentracao letal estimada em 48,61 pL L™.

E ¢ eficiente como sedativos e anestésicos em juvenis de curimatd-pacu. A concentracdo
de 170 pL L do 6leo essencial de Mentha piperita é recomendada para induzir a anestesia em
juvenis de Curimatd-pacu, promovendo a anestesia profunda em aproximadamente 3,28
minutos de exposicdo e a completa recuperacdo dos peixes em cerca de 3,38 minutos apos

retorno a agua livre do anestésico.
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