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PREFÁCIO 

 

Este trabalho possui um capítulo (artigo), seguindo o formato alternativo proposto 

pelas Normas de Diretrizes para Normalização de documento impresso e eletrônico de Teses e 

Dissertações da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) de 2005, indicado pelo 

colegiado do Programa de Pós Graduação em Biodiversidade Tropical (PPGBIO). Dentro de 

tais normas foram adotadas norma Vancouver até as referências da introdução geral. O artigo 

intitulado “Efeito in vitro do óleo essencial de Mentha piperita (Lamiaceae) em 

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

seguiu as normas do periódico Acta Amazonica, para o qual foi previamente submetido 

(Anexo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

RESUMO 

 

Este estudo teve como objetivo investigar a eficácia in vitro do óleo essencial de Mentha 

piperita no controle dos monogenoideas das brânquias de Arapaima gigas, bem como avaliar 

a toxicidade e os efeitos histológicos desse produto natural para esse peixe de água doce. No 

ensaio in vitro, A. gigas naturalmente parasitados por Dawestrema cycloancistrium e 

Dawestrema cycloancistrioides foram usados e suas brânquias coletadas e expostas a 0, 80, 

160 e 320 mg/L de óleo essencial de M. piperita. Todas essas concentrações de  óleo essencial 

de M. piperita foram 100% eficazes, in vitro, contra Dawestrema spp. das brânquias de A. 

gigas. Testes de toxicidade aguda foram realizados usando 168 alevinos de A. gigas, 

distribuídos em 14 tanques (12 peixes/tanque) e expostos a 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L 

de óleo essencial de M. piperita. Os resultados foram calculados pelo método “Trimmed 

Sperman Karber” e mostrou que a concentração letal (CL50-4h) foi de 38 mg/L. Houve 

diferenças na mortalidade dos peixes em relação às concentrações usadas durante o teste de 

toxicidade aguda. O primeiro arco branquial direito dos peixes expostos ao óleo essencial de 

M. piperita foi usado e processado para análises histológicas pelo método usual (fixação em 

formol 10% tamponado, descalcificação, desidratação, inclusão em parafina, corte de 6 µm) e 

coloração com hematoxilina-eosina. Nos peixes do tratamento controle e naqueles expostos as 

concentrações de 20 e 40 mg/L de óleo essencial de M. piperita não ocorreram alterações 

teciduais nas brânquias, enquanto naqueles expostos a 80, 100, 130 e 160 mg/L ocorreram  

elevações epiteliais, fusão das lamelas secundárias, hipertrofia e aneurisma, mas necrose foi 

observada somente quando 160 mg/L de óleo essencial de M. piperita foi usada.  O óleo 

essencial de M. piperita possui atividade anti-helmíntica e foi tóxico para A. gigas nas 

maiores concentrações testadas. Assim, banhos terapêuticos poderão ser realizados usando 

óleo essencial de M. piperita somente com concentrações em torno de 20 mg/L. 

 

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

 

 

 

 

 

 

  

 

 



   
 

ABSTRACT 

 

This study aimed to investigate in vitro efficacy of Mentha piperita essential oil in control of 

monogenoideas Arapaima gigas gills and to evaluate the toxicity and histological effects of 

this natural product for this fish. For in vitro assay, A. gigas naturally infested by Dawestrema 

cycloancistrium and Dawestrema cycloancistrioides were used and collected its gills and 

exposed to 0, 80, 160 and 320 mg/L of essential oil M. piperita. The results showed that all 

these in vitro concentrations tested were effective (100%) against Dawestrema spp. from gills 

of A. gigas. Acute toxicity test was performed using 168 A. gigas fingerlings, distributed in 14 

tanks (12 fish/tank) and exposed 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L of M. piperita essential oil.  

The results of toxicity test were calculated using Trimmed Spearman Karber method and 

showed that the lethal concentration (CL50-4h) was 38 mg/L. There were differences in the 

mortality of fish in relation to the concentrations used in the acute toxicity test. The first gill 

arch right of fish exposed to the essential oil of M. piperita were used and processed for 

histological analysis by the usual methods (fixation in 10% buffered formalin, decalcification, 

dehydration, embedded in paraffin, cut of 6 microns) and  stained with hematoxylin-eosin. 

There was not tissue changes in gills of fish of the control group and those exposed to 20 and 

40 mg/L the essential oil of M. piperita, while in fish exposed to 80, 100, 130 and 160 mg/L 

occurred elevations epithelial, fusion of secondary lamellae, hypertrophy and aneurysm, but 

necrosis occurred only when 160 mg/L essential oil of M. piperita was used. The essential oil 

of M. piperita has anthelmintic activity and was toxic to A. gigas in the highest concentrations 

tested. Thus, therapeutic baths may be made using essential oil of M. piperita only in 

concentrations around 20 mg/L.  

 

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

 

A aquicultura é uma atividade em expansão no mundo, cresce em torno de 

6,3% ao ano (Leung e Bates, 2012), sendo atualmente responsável por 45% da produção 

de animais aquáticos usados para a alimentação do homem (Araújo et al., 2009a). 

Estima-se que em 2013 a produção mundial de pescado foi cerca de 160 milhões de 

toneladas e o consumo aproximadamente 20 kg/habitante/ano (Rocha et al., 2013). O 

crescimento da aquicultura tem sido influenciado pelo aumento da demanda mundial 

por alimentos de origem protéica e carnes brancas, bem como pelo alto valor de 

mercado de pescados (Camargo e Pouey, 2005; Matthiensen et al., 2009; Rocha et al., 

2013) e também, por ser uma ótima alternativa para minimizar a intensa exploração dos 

estoques pesqueiros naturais (Camargo e Pouey, 2005) de diversas regiões do planeta. 

O Brasil ocupa o 19º lugar no ranque mundial da produção de pescado 

(MPA, 2013). Destaca-se por apresentar condições naturais favoráveis para o 

desenvolvimento das diversas modalidades da aquicultura, pois possui mais de 8.000 

km de zona costeira e cinco milhões de hectares de água doce em reservatórios naturais 

e artificiais, além de grande diversidade de espécies, clima adequado ao cultivo e áreas 

apropriadas ao incremento da atividade, bem como por apresentar 13% da água doce 

disponível no planeta (Ono e Kubitza, 1999; Ono, 2005; Camargo e Pouey, 2005, 

Pavanelli et al., 2008; Rocha et al., 2013). Em 2011, a produção aquícola nacional teve 

um incremento de 31,1% em relação ao ano anterior, sendo a maior parcela oriunda da 

aquicultura continental, destacando a piscicultura com 86,6% da produção total (MPA, 

2013). Esse crescimento da piscicultura no país pode ser reflexo das políticas públicas 

voltadas para esse setor, as quais contribuíram para o acesso aos programas 

desenvolvidos pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2013). Porém, o consumo 

de pescado ainda é baixo no país, mesmo tendo aumentado nos últimos anos para 11,17 

kg/habitante/ano, porque o mínimo recomendado pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) é 12 kg/habitante/ano (Rocha et al., 2013). 

A piscicultura é a atividade da aquicultura que mais cresce no Brasil, com 

diversas espécies nativas e não nativas cultivadas por pequenos e médios produtores 

(Pavanelli et al., 2008; MPA, 2013), devido à ótima aceitação do peixe no mercado. 

Dentre as espécies de peixes não nativos destaca-se a tilápia-do-nilo (Oreochromis 

niloticus) e carpa (Cyprinus carpio), cuja produção em 2011 foi 253.824,1 e 38.079,1 
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toneladas; respectivamente. Entre as espécies nativas com crescente interesse para os 

piscicultores destaca-se o pirarucu (Arapaima gigas), peixe de grande valor econômico 

para a Amazônia (Drumond et al., 2010) e alguns estados da região nordeste do país, já 

que sua carne tem ótima aceitação (Brandão et al., 2006, 2008) e por seu excelente 

desempenho zootécnico (Ono et al., 2004). 

Em geral, com o incremento da piscicultura intensiva vem ocorrendo 

também um aumento da incidência de doenças infecciosas e parasitárias (Martins et al., 

2004; Schalch e Moraes, 2005; Azevedo et al., 2006; Zanolo e Yamamura, 2006; 

Araújo et al., 2009a; Silva et al., 2013), causadas por estresse, alta densidade de 

estocagem, baixa qualidade da água e falta de boas práticas de manejo (Pavanelli et al., 

2008; Silva et al., 2013). Na região amazônica, o cultivo intensivo de A. gigas tem as 

doenças como fator limitante para o incremento da criação (Cavero et al., 2003b, 

Delgado et al., 2007, Marinho et al., 2013), somada a falta de produção de alevinos, os 

quais são mais susceptíveis as enfermidades (Marinho et al., 2013). Portanto, há 

necessidade de melhorias na prevenção de doenças em pirarucus, principalmente na fase 

inicial do cultivo. 

Na piscicultura, a profilaxia e o tratamento de doenças, em geral, são 

realizados com uso de substâncias químicas que podem causar problemas, como: 

seleção de organismos resistentes, agressão ao meio ambiente (Maximiano et al., 2005; 

Mouriño et al., 2012), acúmulo de resíduos químicos no pescado oferecendo risco a 

saúde do consumidor (Chagas, 2004). 

Tais problemas têm estimulado a investigação do uso de plantas medicinais 

como alternativa para profilaxia e tratamentos de doenças em peixes (Ravikumar et al., 

2010; Harikrishnan et al., 2011, Madhuri et al., 2012a,b; Pandey, 2013), uma vez que 

contém diversos componentes bioativos como polissacarídeos, ácidos orgânicos, 

alcalóides, glicosídeos e óleos voláteis (Pandey, 2013; Soares e Tavares-Dias, 2013). 

Assim, amendoeira Terminalia catappa (Chitmanat et al., 2005a,b; Claudiano et al., 

2009), alho Allium sativum (Chitmanat et al., 2005b; Shalaby et al., 2006; Sahu et al., 

2007, Diab et al., 2008; Metwally, 2009; Nya e Austin, 2009), cominho-negro Nigella 

sativa (John et al., 2007; Diab et al., 2008), equinácias Echinacea spp. (John et al., 

2007; Mesalhy et al., 2007) e nim Azadirachta indica (Cruz et al., 2008) têm sido 

testadas na forma de banhos ou adicionadas a dieta de diferentes espécies de peixe.  

Outras plantas com propriedades medicinais são as do gênero Mentha, que 

desde tempos remotos têm sido usadas como ervas medicinais e aromáticas (Edris, 
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2006; Mckay e Blumberg, 2006; Peixoto et al., 2009; Maggiore et al., 2012). Na 

medicina popular são conhecidas como hortelãs ou mentas, usadas para tratar náuseas, 

vômitos, indigestão, desordens estomacais, cólicas mestruais e verminoses (Mckay e 

Blumberg, 2006; Girme et al., 2006; Peixoto et al., 2009). As propriedades 

farmacêuticas dessas plantas podem ser encontradas particularmente em óleos essencias 

(Edris, 2006; Maggiore et al., 2012). 

Estudos com extrato ou óleo essencial de Mentha piperita têm demonstrado 

atividades anti-helmíntica (Girme et al., 2006; Nikesh et al., 2011, Maggiore et al., 

2012), antibacteriana (Yadegarinia et al., 2006), antiprotozoária (Vidal et al., 2007) e 

antifúngica (Yadegarinia et al., 2006; Matos et al., 2009) in vitro. Todavia, não há 

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

 

1.1 Pirarucu Arapaima gigas 

 

Arapaima gigas é um Arapaimidae de escamas, de grande porte, com 

cabeça achatada, ossificada e corpo alongado, conhecido popularmente como pirarucu. 

Esse importante peixe de água doce é endêmico da bacia amazônica, encontrado 

especificamente nas áreas de várzeas e florestas inundadas (Castello, 2008). Apresenta 

cuidado parental, realiza construção de ninhos, tem desova parcelada e possui 

maturidade sexual relativamente tardia (Cavero e Fonseca, 2008), sendo muito 

vulnerável à pesca durante sua desova (Castello e Stewart, 2010). Está entre os peixes 

de maior interesse para a conservação (Allan et al., 2005), porque suas características 

gerais parecem permitir a exploração sustentável, no entanto, estudos sobre 

implementação de procedimentos não prejudiciais para peixes tropicais apontam que 

esses procedimentos não podem garantir a sustentabilidade das populações naturais 

desse peixe no Brasil, devido à falta de capacidade de monitoramento, gerenciamento e 

escassez de informações técnicas sobre a espécie (Castello e Stewart,  2010). Assim, o 

cultivo pode ser uma boa medida para minimizar esse problema. 

O pirarucu pode alcançar até 200 kg e 3 m de comprimento na natureza 

(Portes-Santos et al., 2008; Araújo et al., 2009 a,b; Pereira-Filho e Roubach, 2010; 

Nuñez et al., 2011). Tem respiração aérea, com auxílio da bexiga natatória altamente 

vascularizada, característica que facilita sua criação em ambientes com baixas 

concentrações de oxigênio dissolvido na água (Cavero et al., 2003a,b; Ono et al., 2004), 



14 
 

 

quando os níveis de gás carbônico não são críticos. Tem hábito alimentar carnívoro, 

motivo pelo qual sua exigência por proteína é elevada (Ituassú, 2002), mas no cultivo 

pode ser treinado para receber alimentação artificial. Existem ainda expectativas de 

melhoria no desempenho desse peixe (Cavero et al., 2003b; Ono et al., 2004), bem 

como em aumentar a produção de alevinos. Assim, esse peixe é uma das espécies 

amazônicas mais promissoras para criação em cativeiro na região, em função da sua alta 

taxa de crescimento (Ono et al.; 2003, 2004; Queiroz et al., 2004), rusticidade no 

manuseio (Andrade et al., 2007), adaptabilidade a alimentação artificial (Ono et al., 

2008), de não manifestar canibalismo quando confinado em altas densidades (Cavero, 

2002) e ter carne magra e livre de espinhas intramusculares (Nuñez et al., 2011). Em 

2011, a produção de pirarucu cultivado nos estados da região Norte e também nos 

estados de Mato Grosso e Bahia foi 1.262,4 toneladas (MPA, 2013). 

 No Brasil, há pisciculturas direcionadas para reprodução e produç de 

juvenis e outras para engorda especializadas em criar esse peixe até o tamanho de abate 

(Brandão et al., 2008), contudo nenhuma criação com grande produtividade. O cultivo 

deste peixe apresenta doenças como fator limitante para o incremento da criação 

(Cavero et al., 2003b, Delgado et al., 2007, Marinho et al., 2013), somada a falta de 

produção de alevinos, os quais são mais susceptíveis as enfermidades (Marinho et al., 

2013). Portanto, há necessidades de melhorias na prevenção de doenças em pirarucus, 

principalmente na fase inicial do cultivo.  

 

1.2 Parasitos de Arapaima gigas 

 

Diversos ectoparasitos e endoparasitos ocorrem em peixes de pisciculturas e 

podem causar doenças no plantel quando encontram condições favoráveis para sua 

proliferação (Tavechio et al., 2009; Madhuri et al., 2012b). As parasitoses podem causar 

prejuízos econômicos para a piscicultura, reduzindo o crescimento e ocasionando 

grande mortalidade de peixes (Pavanelli et al., 2008), além de elevar os gastos com 

tratamentos (Araújo et al., 2009a, Tavechio et al., 2009), que nem sempre são eficazes. 

Nas criações intensivas, o aumento de doenças, em geral, tem sido associado com baixa 

qualidade da água, manejo inadequado e elevada densidade de estocagem dos peixes 

(Zanolo e Yamamura, 2006; Pavanelli et al., 2008; Araújo et al., 2009b, Onaka, 2009, 
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Madhuri et al., 2012b; Silva et al., 2013), fatores que facilitam a ocorrência de parasitos, 

aumentando a propagação das infecções. 

Populações naturais de pirarucu têm sido parasitadas por espécies de 

Myxozoa, Monogenoidea, Nematoda, Cestoda, Digenea, Copepoda, Branchiura, 

Acanthocephala e Pentastomida (Thatcher, 2006; Gomes et al., 2006; Santos et al., 

2008, Araújo et al., 2009b). Entretanto, a diversidade parasitária de pirarucu no cultivo é 

menor se comparada com a rica diversidade de populações naturais, embora tais estudos 

são ainda reduzidos. Segundo Gomes et al. (2006) essa riqueza parasitária em pirarucus 

de ambientes naturais pode estar associada ao hábito alimentar essencialmente 

piscívoro. 

Em cultivo, entre os ectoparasitos de pirarucu, estão os monogenoideas 

Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema cycloancistrioides, parasitos causadores de 

elevadas mortalidades nesses peixes durante as fases iniciais do cultivo (Delgado et al., 

2007; Araújo et al., 2009 a,b; Marinho et al., 2013). Monogenoideas são helmintos na 

sua maioria ectoparasitos pertencentes ao filo Platyhelminthes, que se caracterizam pela 

presença do haptor, estrutura formada por uma série de ganchos, barras e âncoras, 

utilizadas para fixação no corpo dos hospedeiros (Thatcher, 2006; Pavanelli et al., 2008; 

Onaka, 2009; Eiras et al., 2010). Esses parasitos possuem forma alongada, ovoidal ou 

circular, alta especificidade parasitária, ciclo de vida direto, reproduzindo-se no próprio 

hospedeiro (Cavero e Fonseca, 2008), o que facilita a infestação em períodos curtos, em 

ambientes de aquicultura com elevada densidade de estocagem dos peixes. Em geral, 

são encontrados parasitando brânquias dos peixes, mas há espécies que podem parasitar 

a superfície do corpo e as cavidades nasais dos hospedeiros (Takemoto et al., 2004; 

Pavanelli et al., 2008).  

Nas brânquias, os monogenoideas podem provocar graves alterações 

teciduais, incluindo inflamação, produção excessiva de muco e respiração acelerada, 

podendo levar os peixes à morte por asfixia (Pavanelli et al., 2008; Onaka, 2009; Eiras 

et al., 2010). No tegumento, geralmente causam lesões menos acentuadas, no entanto, 

facilitam a instalação de infecções secundárias causadas principalmente por bactérias 

oportunistas (Pavanelli et al., 2008). 

Os parasitos geralmente podem comprometer o mecanismo de defesa dos 

peixes, causando epizootias em consequência de infecções parasitárias severas (Martins 

e Romero, 1996; Tavares-Dias et al., 2001a,b; Schalch e Moraes, 2005; Tavares-Dias et 

al., 2006; Chagas et al., 2007; Santos et al., 2013), assim diversos quimioterápicos 
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sintéticos vêm sendo utilizados na piscicultura para reduzir e controlar parasitoses, tais 

como formalina, cloreto de sódio, ácido acético, iodo, permanganato de potássio, sulfato 

de cobre, praziquantel, paration, levamisol, febendazole, entre outros, que na maioria 

podem ser tóxicos para os peixes, comprometendo principalmente as brânquias, o 

tegumento e o fígado, além de acumular resíduos na musculatura, oferecendo risco ao 

consumidor, e causar poluição ambiental (Tavares-Dias et al., 2011; Mouriño et al., 

2012; Madhuri et al., 2012b).   

Diante desses fatos supramencionados, o uso de plantas medicinais pode ser 

uma relevante alternativa profilática e terapêutica, embora ainda pouco usual na 

piscicultura (Chitmanat et al., 2005a,b; Pietro et al., 2005; Ravikumar et al., 2010; 

Harikrishnan et al., 2011, Madhuri et al., 2012 a,b,c; Pandey, 2013; Soares e Tavares-

Dias, 2013), havendo então necessidades de estudos para as diversas espécies de plantas 

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

 

1.3  Uso de plantas medicinais no tratamento de doenças em peixes 

 

Plantas medicinais são aquelas com atividade biológica, contendo um ou 

mais substâncias ativas úteis à saúde humana (Baptista, 2007) ou animal, com potencial 

para produção de fármacos. Assim, no decorrer da história do homem é possível 

observar, desde tempos remotos, o uso de diversas plantas medicinais como remédio 

caseiro, para diversas finalidades. Atualmente, essa prática ainda persiste entre diversos 

povos do planeta, e o uso da fitoterapia tem sido apoiado pela Organização Mundial de 

Saúde (Maciel et al., 2002).   

A utilização de plantas medicinais ou de suas substâncias majoritárias tem 

sido frequente no controle de doenças causadas por vírus, bactérias, fungos e parasitos 

no homem (Soares e Tavares-Dias, 2013), bem como na medicina veterinária (Pietro et 

al.,  2005; Soares e Tavares-Dias, 2013; Pandey, 2013), que tem por objetivo reduzir os 

problemas sanitários controlando as doenças que comprometem a produção e a 

produtividade dos animais (Niezen et al., 1996), especialmente daqueles de interesse 

zootécnico. 

Atualmente, também é crescente o interesse sobre espécies de plantas 

medicinais e seus compostos majoritários, como alternativas ao uso de antibióticos e 

outros produtos químicos no combate de patógenos de peixes cultivados (Chitmanat et 
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al., 2005a,b; Pietro et al., 2005; Harikrishnan et al., 2011; Madhuri et al., 2012a; Ling et 

al., 2013; Pandey, 2013, Murthy e Kiran, 2013), bem como para promover crescimento 

e evitar estresse de manejo (Harikrishnan et al., 2011; Bulfon et al., 2013). 

Tratamento com plantas medicinais para doenças parasitárias em peixes é 

uma alternativa potencialmente benéfica para a piscicultura, pois medicamentos 

fitoterápicos, em geral, são mais baratos e eficazes quando comparados aos agentes 

quimioterápicos sintéticos e podem melhorar as funções imunológicas não específicas 

dos peixes (Madhuri et al., 2012 b,c; Bulfon et al., 2013; Pandey, 2013; Murthy e Kiran, 

2013). Assim, diversos estudos têm sido conduzidos com este intuito como, por 

exemplo, em juvenis de tilápia-do-nilo, extrato de A. sativum e T. catappa foram 

eficientes na eliminação de Trichodina sp. (Chitmanat et al., 2005b). Extrato de 

sementes de mamão Carica papaya foi eficaz no controle in vitro e in vivo de I. 

multifiliis em Carassius auratus auratus (Ekanem et al., 2004). Sementes de abóbora 

Cucurbita maxima eliminou 95,3% dos Capillaria e Anisakidae gen. sp. de Astyanax 

zonatus, enquanto sementes de mamão Carica papaya eliminou somente 72,0% dos 

monogenoideas das brânquias (Fujimoto et al., 2012). Extrato de Psoralea corylifolia 

mostrou atividade in vitro contra I. multifiliis de Carassius auratus (Ling et. al., 2013). 

Lates calcarifer teve o crescimento, a sobrevivência, a resposta imune e a resistência a 

infecções bacteriana aumentada, quando alimentado com ração suplementada com M. 

piperita (Talpur, 2014). 

 

1.4 Mentha piperita Linnaeus 1753 (Lamiaceae) 

 

Dentre as plantas Lamiaceae destacam-se as do gênero Mentha, 

popularmente conhecidas no Brasil como mentas ou hortelãs, utilizadas para fins 

medicinais devido às suas propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas, 

espasmódicas, carminativas e antioxidantes (Stanisavljević et al., 2014), entre outras. 

As propriedades bioativas das plantas aromáticas do gênero Mentha são 

parcialmente atribuídas aos óleos essenciais, que conforme a International Standard 

Organization (ISO) são definidos como produtos voláteis de origem vegetal obtidos por 

processo físico (destilação por arraste com vapor de água, destilação a pressão reduzida 

ou outro método adequado). São misturas complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, 

geralmente odoríferas e líquidas (Simões e Spitzer, 1999). Quimicamente, os óleos 
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essenciais de Mentha sp. apresentam uma grande variabilidade, contudo são os 

monoterpenos (mentol, mentona, carvona, linalol e acetato de linalila) os componentes 

de maior valor econômico (Garlet et al., 2007; Santos et al., 2012; Deschamps et al., 

2013). Bassolé et al. (2010) identificou no óleo essencial de M. piperita 17 constituintes 

químicos, os principais correspodem ao mentol (39,3%) e mentona (25,2%). 

Mentha piperita, embora seja nativa da Europa, é cultivada em todo mundo, 

devido ao seu grande uso na alimentação, em produtos medicamentosos e em 

cosméticos (Iscan et al., 2002; Garlet et al., 2007). Tais interesses econômicos devem-se 

ao fato de que extrato e óleo essencial de M. piperita apresentam propriedades 

antimicrobianas contra várias cepas de bactérias, tais como: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris, Salmonella 

typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus falcium, entre outras (Iscan et al., 

2002; Ydegarinia et al., 2006). E também por apresentar propriedades anti-

inflamatórias, antiespasmódica, antiemética e analgésica (Iscan et al., 2002; Tampieri et 

al., 2005; Betoni et al., 2006). 

A eficácia de M. piperita também foi descrita contra Candida albicans 

(Ahmad e Beg, 2001; Iscan et al., 2002; Sartoratto et al., 2004; Matos et al., 2009). 

Vidal et al. (2007) demonstram atividade antigiardia, in vitro e in vivo, de extrato e 

frações de M. piperita. Extrato alcoólico e óleo de M. piperita possuem atividade anti-

helmíntica (Girme et al., 2006; Nikesh et al., 2011; Maggiore et al., 2012). Todavia, não 

há estudos sobre a toxicidade do óleo essencial de M. piperita em organismos aquáticos 

e nem sobre sua ação no tratamento contra parasitos em peixes. 

 

1.5 Toxicidade aguda em peixes  

 

O combate dos parasitos que acometem os peixes em sistema de cultivo é 

feito tradicionalmente com aplicação de antibióticos e substâncias químicas, os quais 

têm sido amplamente criticados por seus impactos negativos, como o surgimento de 

organismos resistentes e o alto poder residual, podendo contaminar os peixes, o homem 

e o meio ambiente (FAO, 2010; Figueiredo, 2011; Mouriño et al., 2012; Madhuri et al., 

2012b). Assim, diversos produtos naturais vêm sendo usados como agentes 

antiparasitários na piscicultura, em substituição aos produtos químicos sintéticos 

(Madhuri et al., 2012 a,b; Soares e Tavares-Dias, 2013; Pandey, 2013), pois geralmente 
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causam menor resistência, apresentam baixa toxicidade, são facilmente biodegradáveis 

e inócuos ao ambiente (Maximiano et al., 2005). No entanto, para que plantas 

medicinais e seus derivados possam ser utilizados com finalidades terapêuticas, testes 

de toxicidade devem ser realizados para determinar as concentrações clínicas seguras 

para cada espécie de peixe (Grisolia, 2005). 

Os efeitos dos produtos naturais sobre os organismos aquáticos podem ser 

estimados e monitorados por testes de toxicidade aguda, uma vez que simulam em 

laboratório uma situação ambiental na qual o organismo alvo é exposto, durante curto 

ou longo período de tempo, à concentrações elevadas de um agente. Em geral, durante 

esses testes, são avaliados nos organismos alterações comportamentais, fisiológicas, 

bioquímicas, histológicas e/ou genotóxicos (Ferreira, 2004).  

O uso de testes de toxicidade para peixes surgiu na Grã-Bretanha, nas 

décadas de 20 e 30, mas só foram padronizados dentro de metodologias em toxicologia 

aquática na década de 60 (Machado, 1999). Nas últimas décadas esses testes vêm sendo 

utilizados em condições laboratoriais e de campo, por serem capazes de detectar 

integralmente todas as intervenções e perturbações diretas e indiretas causadas por 

substâncias nocivas aos organismos, mostrando ser uma ferramenta eficiente no 

monitoramento da qualidade ambiental e na identificação de condições estressantes para 

os peixes frente à exposição de produtos potencialmente tóxicos (Affonso et al., 2009; 

Maciel, 2009; Tavares-Dias et al., 2011).  

As brânquias dos peixes são órgãos vitais, uma vez que desempenham 

numerosas funções, tais como respiração, osmorregulação, excreção de produtos 

nitrogenados e regulação do equilíbrio ácido-base (Camargo et al., 2007; Cinar et al., 

2009). Em razão dessas multifuncionalidades e por apresentarem extensa área em 

contato com meio aquático, as brânquias estão mais sensíveis à presença de 

contaminantes, os quais podem causar danos à sua estrutura e função (Romão et al., 

2006), uma vez que podem ser um local de depuração de contaminantes ambientais 

(Meletti et al., 2003). Portanto, alterações teciduais nas brânquias são reconhecidas 

como um método rápido e válido para determinar danos causados aos peixes quando 

expostos a diferentes agentes contaminantes (Flores-Lopes e Malabara, 2007; Fiuza et 

al. 2011) ou não contaminantes. Entre as principais alterações teciduais nas brânquias 

estão à relativa abundância e mudança morfológica das células de cloreto, hiperplasia 

das células epiteliais e fusão das lamelas secundárias (Motter et al., 2004). Assim, este 

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

 

No cultivo de A. gigas é frequente as infecções branquiais causadas por 

monogenoideas Dawestrema spp. e, em geral, os tratamentos são feitos usando 

substâncias químicas, que são tóxicas para os peixes e nem sempre eliminam esses 

parasitos. Como a utilização de produtos naturais pode ser uma alternativa ao uso de 

produtos químicos, o óleo essencial de M. piperita pode ter ação antiparasitária sem ser 

tóxico para A. gigas? 
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3 HIPÓTESES 

 

 Óleo essencial de M. piperita tem eficácia in vitro, na eliminação de 

Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema cycloancistrioides das brânquias de 

A. gigas, devido à sua ação anti-helmíntica. 

 Óleo essencial de M. piperita não causa alterações histológicas nas brânquias de 

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

 

4.1 Geral 

Avaliar a ação antiparasitária de diferentes concentrações do óleo essencial 

de M. piperita para Dawestrema spp. e os efeitos tóxicos desse óleo em A. gigas. 

 

4.2 Específicos 

 Testar, in vitro, diferentes concentrações do óleo essencial de M. piperita com 

eficácia contra Dawestrema spp. das brânquias de A. gigas;  

 

 Determinar a concentração letal (CL-50-4h) do óleo essencial de M. piperita para 

A. gigas; 

 

 Avaliar os possíveis efeitos tóxicos das diferentes concentrações do óleo 

essencial de M. piperita na estrutura morfológica das brânquias de A. gigas. 
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RESUMO 

Este estudo avaliou o efeito in vitro do óleo essencial de Mentha piperita L. sobre 

monogenoideas e sua ação tóxica para Arapaima gigas. Para o ensaio in vitro brânquias 

de A. gigas naturalmente infectadas por Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema 

cycloancistrioides foram expostas a 0, 80, 160 e 320 mg/L de óleo essencial de M. 

piperita, que mostraram ter atividade anti-helmíntica. No teste de toxicidade, os 

alevinos de A. gigas foram expostos a 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L de óleo 

essencial de M. piperita para determinação da concentração letal (CL50-4h) que foi 38 

mg/L. As brânquias dos peixes que participaram do teste de toxicidade foram usadas 

para análises histológicas e as principais alterações teciduais encontradas após 4 horas 

de exposição a 80, 100, 130 e 160 mg/L de óleo essencial de M. piperita foram 

elevações epiteliais, fusão das lamelas secundárias, hipertrofia, aneurisma e necrose. Os 

resultados in vitro mostraram que a atividade anti-helmíntica do óleo essencial de M. 

piperita contra Dawestrema spp. foi dose dependente. Para A. gigas, somente 

concentrações em torno de 20 mg/L de óleo essencial de M. piperita podem ser usadas 

sem que ocorra mortalidade dos peixes e alterações teciduais nas brânquias.     

Palavras chaves: Produto Natural, Histologia, Monogenoidea, Toxicidade.  
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In vitro effect of the essential oil of Mentha piperita (Lamiaceae) in Dawestrema 

spp. (Monogenoidea) and acute toxicity in Arapaima gigas (Arapaimidae) 

 

ABSTRACT 

This study evaluated the in vitro effect of the essential oil of Mentha piperita L. on 

monogenoideas and its toxic action to Arapaima gigas. For the in vitro assay, A. gigas 

gills naturally infected by Dawestrema cycloancistrium and Dawestrema 

cycloancistrioides were exposed to 0, 80, 160 and 320 mg/L of the essential oil of M. 

piperita, which proved to have anthelmintic activity. In toxicity tests, A. gigas 

fingerlings were exposed to 0, 20, 40, 80, 100, 130, 160 mg/L of the essential oil of M. 

piperita for determination of the lethal concentration (CL50-4h), which was 38 mg/L. 

The gills of the fish who participated in the toxicity test were used for histological 

analyzes and major changes found after 4 hours of exposure to 80, 100, 130 and 160 

mg/L essential oil of Mentha piperita were epithelial uplifting, fusion of the secondary 

lamellae, hypertrophy, aneurysm and necrosis. The in vitro results showed that the 

anthelmintic activity of the essential oil of M. piperita against Dawestrema spp. was 

dose dependent. For A. gigas, only low concentrations of the essential oil of M. piperita 

(approximately 20 mg/L) can be used without cause mortality of fish and gills tissue 

changes.  

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

Arapaima gigas Schinz, 1822 é um peixe da família Arapaimidae endêmico da 

região amazônica que está entre os maiores peixes de escamas de água doce, podendo 

alcançar 3 m de comprimento e 200 kg (Araújo et al., 2009; Nuñez et al. 2011; Marinho 

et al. 2013). Esse peixe destaca-se entre as espécies nativas da Amazônia, por apresentar 

excelentes características biológicas e zootécnicas, tais como rápido crescimento, 

respiração aérea, carne branca, magra e livre de espinhas intramusculares, fácil 

adaptação ao alimento artificial, tolerância ao adensamento e manuseio, além do seu 

elevado valor comercial (Ono et al. 2008; Nuñez et al. 2011; Marinho et al. 2013).  

O cultivo intensivo de A. gigas tem se intensificado, apesar de alguns entraves 

impedirem a sua produção em larga escala, entre esses se destacam as doenças, que nos 

primeiros estágios de vida ocasionam grandes perdas durante a larvicultura e recria 

(Delgado et al. 2007; Marinho et al. 2013). Monogenoidea Dawestrema cycloancistrium 

Price e Nowlin, 1967 e Dawestrema cycloancistrioides Kritsky, Boeger e Thatcher 1985 

estão entre os parasitos que causam doenças em A. gigas (Delgado et al. 2007; Araújo et 

al. 2009; Marinho et al. 2013). Na piscicultura, o tratamento de parasitoses é complexo 

e, em geral, pouco eficiente.  

Diversos quimioterápicos (por exemplo, cloreto de sódio, praziquantel, levamisol, 

formalina, mebendazol, sulfato de cobre, entre outros) têm sido usados no controle de 

monogenoideas de peixes (Fujimoto et al. 2006; Chagas et al. 2006; Tavares-Dias et al. 

2011; Chagas et al. 2012). Porém, a maioria desses produtos além de ser tóxicos para os 

peixes; comprometendo principalmente as suas brânquias, tegumento e fígado (Tavares-

Dias et al. 2011; Tu et al. 2013), são potenciais poluentes ao meio aquático e podem 

causar sérios riscos a saúde dos consumidores (Maximiano et al. 2005; Tavechio et al. 

2009). 

Na piscicultura, uma alternativa que tem se mostrado promissora para controle e 

prevenção de doenças em peixes é o uso de plantas medicinais. Atualmente, vem 

crescendo o interesse por plantas com atividade bioativa, em substituição ao uso de 

produtos químicos para o combate de patógenos de peixes (Harikrishnan et al. 2011; 

Pandey 2013, Murthy e Kiran 2013; Tu et al. 2013). Porém, para que plantas medicinais 

ou seus derivados sejam utilizados no tratamento de doenças em peixes com segurança 

na piscicutura, testes de toxicidade devem ser previamente conduzidos, para estabelecer 

a tolerância para cada espécie de peixe. 
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A natureza pode fornecer uma gama de compostos fitoquímicos ainda pouco 

estudados, como os da Mentha piperita L. (hortelã-pimenta). Mentha piperita é uma 

Lamiaceae aromática conhecida da indústria farmacêutica, medicina e culinária (Mckay 

e Blumberg 2006; Garlet et al. 2007; Maggiore et al. 2012). O óleo essencial da M. 

piperita contém uma grande variabilidade fitoquímica, sendo mentol e mentona, os 

componentes majoritários e de maior interesse econômico (Garlet et al. 2007; Peixoto et 

al. 2009; Maggiore et al. 2012; Samber et al. 2014). Tais interesses econômicos devem-

se ao fato do extrato e óleo essencial de M. piperita apresentar propriedades 

antissépticas, antiespasmódicas, analgésicas, anti-inflamatórias, carminativas, 

antifúngicas, antibacterianas, antiprotozoáricas e anti-helmínticas (Yadegarinia et al. 

2006; Almeida et al. 2007; Nikesh et al. 2011; Maggiore et al. 2012). Além disso, há 

uma preocupação em utilizar substâncias antiparasitárias que reduzam a contaminação 

do ambiente e que não deixem resíduos tóxicos na carne do peixe destinada ao consumo 

humano (Tavechio et al. 2009; Murthy e Kiran 2013; Zhang et al. 2014). Assim, M. 

piperita vem sendo usada no controle de helmintos intestinais de mamíferos (Almeida 

et al. 2007), mas ainda não está sendo usada para peixes. Este estudo teve como 

objetivo avaliar os efeitos in vitro do óleo essencial de M. piperita contra Dawestrema 

spp. e a toxicidade aguda em Arapaima gigas. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Obtenção do óleo essencial de Mentha piperita 

Para a extração do óleo essencial utilizou-se folhas e inflorescências de M. 

piperita cultivada e processada no Setor de Plantas Medicinais e Hortaliças da Embrapa 

Amazônia Ocidental, Manaus (estado do Amazonas, Brasil). Após o corte das plantas 

no campo, as partes aéreas (folhas e/ou inflorescências) foram retiradas para a extração 

do óleo essencial e, posteriormente uma alíquota do óleo extraído foi submetida à 

análise química por cromatografia gasosa com espectrometria de massas (Morais et al. 

2012). O óleo essencial de M. piperita apresentou os seguintes componentes químicos: 

alfa-pineno (1,1%), beta-pineno (1,9%), mirceno (1,1%), p-cimeno (4,6%), limoneno 

(3,1%), mentona (18,2%), iso-mentona (13,4%), mentol (30,8%), 4-terpineol (1,5%), 

pulegona (13,7%), acetato de mentila (9,7%).  
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Peixes e aclimatação 

Alevinos de pirarucu (Arapaima gigas) foram adquiridos de piscicultura 

comercial e transportados para o Laboratório de Aquicultura e Pesca da Embrapa 

Amapá (Macapá/AP). Durante 20 dias, estes peixes foram aclimatados em um tanque de 

polietileno com capacidade para 1.000 L, com aeração constante e fluxo contínuo de 

água, com temperatura média de 29,4 ± 0,3 ºC, oxigênio dissolvido 8,0 ± 0,4 mg/L, pH 

5,3 ± 0,3, amônia total de 0,10 ± 0,08 mg/L, alcalinidade média de 11,7 ± 3,9 mg 

CaCO3/L, dureza média de 10,0 ± 0 mg CaCO3/L e condutividade média de 0,03 ± 

0,0008 µS/cm
3
. Tais parâmetros de qualidade de água foram medidos usando uma 

sonda multiparâmetros (Horiba, modelo U-52). Os peixes durante todo período de 

aclimatação foram alimentados com ração contendo 45-46% proteína bruta (PB), quatro 

vezes ao dia. Em seguida esses alevinos de pirarucu foram usados no ensaio in vitro, no 

teste de toxicidade e na análise histológica.  

 

Ensaio in vitro com óleo essencial de Mentha piperita 

Teste in vitro foi realizado para avaliar a ação de diferentes concentrações de M. 

piperita no controle de D. cycloancistrium e D. cycloancistrioides das brânquias de 

alevinos de A. gigas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 

constituído por dois grupos controles, um usando somente água do tanque de cultivo 

(Controle 1) e outro usando água do tanque de cultivo e 80 µL de álcool etílico 

(Controle 2) e três diferentes concentrações (80, 160 e 320 mg/L) do óleo essencial de 

M. piperita diluídas em álcool etílico PA (1g:10 mL). Arcos branquiais de dez alevinos 

de pirarucu (27,0 ± 14,0 g e 15,7 ± 2,4 cm), naturalmente parasitados, foram retirados e 

individualizados em placas de Petri (Eiras et al. 2006) contendo 8 mL de cada solução 

testada. Em cada arco os parasitos foram selecionados visualmente e observados a cada 

15 minutos, em estereomicroscópio, para registro do número de parasitos vivos e 

mortos nesse período. Alguns critérios comportamentais dos parasitos monogenoideas 

foram adotados para determinar a eficácia in vitro, tais como: contração e relaxamento 

do corpo; redução na extensão ou velocidade da contração; letargia, desprendimento das 

brânquias e ausência de movimentos (morte).  Todas as concentrações testadas e 

também os controles foram realizados em triplicatas, em um tempo máximo de 9 horas 

de exposição.  
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Teste de toxicidade aguda (CL50-4 h) com Mentha piperita   

Para o teste de toxicidade aguda, utilizou-se 168 alevinos de pirarucu (34,7 ± 12,4 

g e 16,8 ± 2,0 cm) distribuídos em 14 tanques com capacidade de 100 litros cada, com 

volume final para 80 L e na densidade de 12 peixes/tanque. Em seguida, os peixes 

foram mantidos sem alimentação e em sistema estático, com aeração constante e água 

com temperatura média de 28,8 ± 0,13 º C, oxigênio dissolvido 8,9 ± 0,06 mg/L, pH 5,8 

± 0,06, amônia total de 0,12 ± 0,007 mg/L, alcalinidade média de 10,0 ± 0 mg 

CaCO3/L, dureza 10,0 ± 0 mg CaCO3/L e condutividade média de 0,03 ± 

0,0007µS/cm
3
. Cada tratamento foi constituído por duas repetições e o delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, contendo dois grupos controles, um usando 

somente água do tanque de cultivo (Controle 1) e outro usando água do tanque de 

cultivo e 80 µL de álcool etílico (Controle 2) e seis concentrações (20, 40, 80, 100, 130 

e 160 mg/L) do óleo essencial de M. piperita. Todas as concentrações de M. piperita 

foram diluídas em álcool etílico (1g:10 mL) e o valor da CL50-4h, foi calculada usando o 

método de “Trimmed Spearman-Karber”, com limite de 95% de confiança (Hamilton et 

al. 1977). Durante o período de 4 horas de exposição ao óleo de M. piperita, a 

mortalidade dos peixes foi registrada quando eles paravam o movimento opercular, a 

batida caudal e não respondiam a estímulos mecânicos, sendo imediatamente retirados 

para evitar o comprometimento da qualidade da água. 

 

Análises histológicas das brânquias de Arapaima gigas 

O primeiro arco branquial direito de seis peixes mortos (sendo três de cada 

repetição) durante o teste de toxicidade aguda foram coletados e fixados em formol 10% 

tamponado para análises histológicas. Os arcos branquiais foram descalcificados, 

desidratados em série crescentes de soluções de álcool (70%, 80%, 90% e 100%) e, em 

seguida processados em parafina seguindo técnicas de rotina. A seguir, foram realizados 

cortes histológicos em micrótomo manual (Leica RM 2245), obtendo-se secções de 6 

µm, que foram corados com hematoxilina-eosina (HE), para análises morfológicas 

usando microscopia óptica comum. As imagens foram capturadas em fotomicroscópio 

(Zeiss Axiovert A1) com câmera acoplada (AxioCam ERc5s) e com auxílio de software 

de análise de imagem (Zen Lite 2012). 
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RESULTADOS  

No teste in vitro com óleo essencial de M. piperita usando brânquias de A. gigas 

foram identificados duas espécies de monogenoideas (Figura 1). 

 

 

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

cycloancistrioides (A) e Dawestrema cycloancistrium (B). 

 

 

 

No grupo controle, com somente água do cultivo, todos os monogenoideas 

morreram, em geral, ao final de nove horas do ensaio in vitro, com a deterioração das 

brânquias. No grupo controle que utilizou água do cultivo e álcool, alguns 

monogenoideas ainda apresentavam movimentos lentos ao final de nove horas, quando 

houve encerramento desse ensaio. Nas concentrações com 80, 160 e 320 mg/L do óleo 

essencial de M. piperita houve variação no tempo de mortalidade dos monogenoideas 

Dawestrema spp. (Tabela 1 e Figura 2). 
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Tabela 1. Efeitos in vitro das diferentes concentrações de óleo essencial de Mentha 

piperita em Dawestrema spp. das brânquias de Arapaima gigas.  C1: Controle 1, C2: 

Controle 2. 

  Número de parasitos 

Tempo Concentração Vivos Letárgicos Desprendidos Mortos 

0h 0 mg/L (C1) 34 0 0 0 

0 mg/L (C2) 82 0 0 0 

80 mg/L 37 0 0 0 

160 mg/L 33 0 0 0 

320 mg/L 30 0 0 0 

30 min 0 mg/L (C1) 34 0 0 0 

0 mg/L (C2) 82 0 0 0 

80 mg/L 37 2 0 0 

160 mg/L 0 0 0 33 

320 mg/L 0 0 0 30 

1h 0 mg/L (C1) 34 0 0 0 

0 mg/L (C2) 82 0 0 0 

80 mg/L 37 4 0 0 

160 mg/L 0 0 6 33 

320 mg/L 0 0 0 30 

2h 0 mg/L (C1) 34 0 0 0 

0 mg/L (C2) 82 0 0 0 

80 mg/L 34 1 11 3 

160 mg/L 0 0 12 33 

320 mg/L 0 0 0 30 

4h 0 mg/L (C1) 33 0 0 1 

0 mg/L (C2) 81 0 9 1 

80 mg/L 12 0 23 25 

160 mg/L 0 0 33 33 

320 mg/L 0 0 0 30 

5h 0 mg/L (C1) 33 0 0 1 

0 mg/L (C2) 80 0 20 2 

80 mg/L 0 0 37 37 

160 mg/L 0 0 33 33 

320 mg/L 0 0 0 30 

9h 0 mg/L (C1) 0 0 0 34 

0 mg/L (C2) 28 0 49 54 

80 mg/L 0 0 37 37 

160 mg/L 0 0 33 33 

320 mg/L 0 0 0 30 
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Figura 2.  Eficácia de diferentes concentrações de óleo essencial de Mentha piperita 

contra Dawestrema spp.  das brânquias de Arapaima gigas. 

 

 

 

Durante o teste de toxicidade aguda, os peixes dos tratamentos com 40, 80, 100, 

130, 160 mg/L de M. piperita apresentaram alterações comportamentais, tais como: 

agitação, batimento opercular acelerado, natação errática, perda do equilíbrio (ventre 

voltado para superfície) e letargia. Porém, nos peixes do tratamento com 20 mg/L foi 

verificado somente efeito anestésico (paralisia).  

A taxa de mortalidade dos alevinos de A. gigas expostos a diferentes 

concentrações do óleo de M. piperita estão apresentados na Tabela 2, onde houve 

diferenças no número de mortalidade para todas as concentrações usadas, como 

esperado. O valor estimado da CL50-4h de óleo essencial de M. piperita para  A. gigas, 

foi de 38 mg/L. 
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Tabela 2. Teste de toxicidade aguda (CL50-4h) de óleo essencial de Mentha piperita 

para Arapaima gigas. 

 

Concentrações 

(mg/L) 

Nº peixes mortos ao               

final do teste Mortalidade (%) 

Repetição 1 Repetição 2 

0 0 0 0 

20 0 0 0 

40 8 6 58,3 

80 12 12 100 

100 12 12 100 

130 12 12 100 

160 12 12 100 

 

  

 

As análises histológicas não mostraram qualquer lesão visível nas brânquias de 

A. gigas de ambos os grupos controles, bem como nos peixes expostos a 20 e 40 mg/L 

de óleo essencial de M. piperita. Porém, nos peixes expostos a 80, 100, 130 e 160 mg/L 

desse óleo essencial houve elevações epiteliais, fusão das lamelas secundárias, 

hipertrofia e aneurisma, mas necrose ocorreu somente nos peixes expostos a 160 mg/L, 

a maior concentração usada (Figura 3). 
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Figura 3.1-6. Brânquias de Arapaima gigas do grupo controle e expostos a diferentes 

concentrações de óleo essencial de Mentha piperita. Estrutura normal dos filamentos 

branquiais, mostrando em detalhes lamela primária e lamela secundária (1). Hiperplasia 

e fusão lamelar (setas) (2). Aneurisma nas pontas das lamelas primárias das brânquias 

(asteriscos) (3). Desprendimento do epitélio branquial (setas) (4 e 6). Tecido branquial 

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

(6).    
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DISCUSSÃO 

Dawestrema cycloancistrium e D. cycloancistrioides das brânquias de A. gigas 

não expostos a óleo essencial de M. piperita sobreviveram até nove horas de cultivo. 

Porém, monogenoideas Dactylogyrus vastator de Carassius auratus sobreviveram até 

82 horas de cultivo (Zhang et al. 2014). Tais resultados são atribuídos ás diferenças 

espécie-específica e metodologias de cultivo. 

Dawestrema spp. das brânquias de A. gigas morreram em 30 minutos quando 

expostos a 160 e 320 mg/L de óleo essencial de M. piperita, enquanto os parasitos 

expostos a 80 mg/L mostraram mortalidade somente após 5 horas de exposição. 

Portanto, paralisia seguida de morte dos parasitos ocorreu em menor tempo nas maiores 

concentrações de M. piperita. Em camundongos, inoculação intraperitoneal com óleo 

essencial de M. piperita causou redução de 50% da viabilidade de protoescolex de 

Echinococcus granulosus, devido aos danos ultraestruturais induzidos pelo fitoterápico 

(Maggiore et al. 2012). Mentha piperita também demonstrou atividade anti-helmíntica 

in vitro contra larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos (Almeida et al. 2007), 

bem como para Pheretima postuma (Nikesh et al. 2011). O óleo essencial de M. 

piperita, apresentou um complexo bioativo que parece responsável pela a ação anti-

helmíntica in vitro deste estudo. Plantas bioativas, como M. piperita, por conter um 

grande número de metabólitos secundários ou substâncias farmacologicamente ativas, 

que agindo isoladamente ou em combinação podem produzir efeito direto ou indireto 

sobre parasitos (Yadegarinia et al. 2006). 

A busca por compostos antiparasitários de origem vegetal deve-se à escassez de 

compostos comerciais que eliminem parasitos de forma eficiente e com menor 

toxicidade. Porém, plantas medicinais ou seus derivados, quando utilizados para fins 

profiláticos e terapêuticos, devem sempre ser testados quanto a sua toxicidade, pois os 

limites de tolerância podem variar de acordo com a espécie de peixes, idade, tamanho e 

com o tempo de exposição ao produto (Winkaler et al. 2007; Tavechio et al. 2009). Para 

A. gigas, a mortalidade aumentou com o aumento da concentração de óleo essencial de 

M. piperita e a CL50-4h foi de 38 mg/L. Essa concentração de óleo essencial de M. 

piperita mostrou elevada toxicidade para concentração letal média se comparada ao 

extrato de Carica papaya para Clarias gariepinus (Ayotunde et al., 2010) e Azadirachta 

indica para Prochilodus lineatus (Winkaler et al. 2007). Porém, são todas plantas com 

diferentes compostos bioativos. 
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Brânquias são órgãos de extrema importância para os peixes, uma vez que 

desempenham várias funções vitais, tais como respiração, osmorregulação, excreção de 

produtos nitrogenados e regulação do equilíbrio ácido-base (Cinar et al. 2009). 

Descamação do epitélio respiratório branquial e hiperplasia das células interlamelar de 

Oreochormis niloticus exposto a extrato etanólico bruto e frações das folhas da planta 

Eugenia uniflora foi descrito por Fiuza et al. (2011). Secreção de muco, hiperplasia, 

fusão das lamelas, elevação do epitélio e necrose ocorreram em Heteropneustes fossilis 

tratados com extrato de A. indica (Kumar et al. 2010). Portanto, em peixes expostos a 

substâncias químicas ou produtos naturais, as respostas funcionais e morfológicas das 

brânquias podem ser parâmetros relevantes na determinação das concentrações tóxicas e 

clínicas.  

As brânquias de A. gigas apresentaram levantamento do epitélio lamelar, fusão 

das lamelas secundárias, hiperplasia das células epiteliais e aneurisma após 4 horas de 

exposição a 80, 100, 130 e 160 mg/L de M. piperita. Porém, tais alterações teciduais 

não ocorreram nas brânquias dos peixes controles e dos expostos a 20 e 40 mg/L de M. 

piperita, que teve somente um efeito anestésico. Alterações morfológicas branquiais tais 

como elevação do epitélio e hiperplasia das células epiteliais podem ser estratégias 

adaptativas a agentes irritantes, servindo como uma barreira para a entrada de 

xenobióticos na corrente sanguínea. Mas, aneurisma nas lamelas branquiais são lesões 

resultantes de rupturas das células pilares causados por xenobióticos (Winkaler et al., 

2007), tais como M. piperita. Assim, as lesões branquiais em A. gigas levaram a uma 

redução da sua capacidade respiratória, ocasionando a morte desses peixes quando 

submetidos a elevadas concentrações de M. piperita.  

Em conclusão, óleo essencial de M. piperita mostrou, in vitro, ter atividade anti-

helmíntica dose dependente contra Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema 

cycloancistrioides. A análise estrutural das brânquias foi um método prático e válido 

para determinar a toxicidade causada pelo óleo essencial de M. piperita em A. gigas.  

Como banhos terapêuticos com óleo essencial de Mentha piperita para A. gigas devem 

ser em concentrações de aproximadamente 20 mg/L, novas estratégias devem ser 

realizadas para investigar a eficácia também in vivo. 
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