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PREFACIO

Este trabalho possui um capitulo (artigo), seguindo o formato alternativo
proposto pela colegiado do Programa de Pos-Graduacdo em Biodiversidade Tropical
(PPGBIO). Foram adotadas normas para as referéncias segundo padronizacdo do
periodico Ecology, somente até as referéncias da introducdo geral. O artigo intitulado
“Oleo essencial de Mentha piperita na dieta de tambaquis Colossoma macropomum
desafiados com Aeromonashydrophila: desempenho e resposta hematolégica”
seguiu as normas do periodico Acta Amazonica, para o qual foi previamente submetido
(Anexo).
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RESUMO

Ribeiro, Suzana. Potencial imunoestimulante do 6leo essencial de Mentha piperita na
dieta do tambaqui, Colossoma macropomum. Macapa, 2015. Dissertacdo (Mestre em
Biodiversidade Tropical) — Programa de Pos-graduacdo em Biodiversidade Tropical —

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo - Universidade Federal do Amapa.

A ocorréncia de doencas nos animais em pisciculturas tem aumentado a procura por
acOes preventivas, tais como 0 uso de vacinas e de dietas suplementadas com sustancias
estimuladoras do sistema imune. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
imunoestimulante do 6leo essencial de Mentha piperita para tambaquis (Colossoma
macropomum). Os animais foram divididos em 12 tanques de 500L (20 peixes/tanque) e
submetidos aos tratamentos com trés repeticGes de inclusdo do 6leo essencial: 0; 0,5;
1,0; 1,5%, oferecido duas vezes ao dia (9 e 16 h). Apos trinta dias, cinco peixes de cada
tratamento foram anestesiados com benzocaina (0,1 g/L) para coleta de amostras de
sangue para avaliacdo dos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos, caracterizando
periodo anterior ao desafio bacteriano. Os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos
tambaquis avaliados foram: hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, contagem de
eritrocitos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), concentracdes plasmaéticas
de glicose, proteina, triglicérides, albumina, ureia e colesterol. Apo6s andlise inicial, 0s
peixes de cada tratamento foram inoculados com bactéria Aeromonashydrophilla
contendo 1,5 x10® UFC/mL e, apés sete dias do desafio bacteriano, parametros
hematoldgicos e bioquimicos foram avaliados em trés peixes de cada repeticdo. Os
resultados mostraram que a inclusdo do 6leo de M. piperita ndo influenciou os
pardmetros produtivos; ndo houve mortalidade dos peixes em todo o periodo
experimental. A concentracdo de Hb aumentou (P<0,05) nos animais alimentados com
0,5% e 1,5%de 6leo; apds o desafio, ocorreu diminuicdo nos peixes alimentados com
1,5%. O VCM manteve-se inalterado com o uso do 6leo na dieta, entretanto apos o
desafio apresentou diminuicdo quando alimentado com 1,0% do 6leo na dieta. O
CHCM reduziu significativamente apds o desafio nos grupos 0% e 1,5%. Os niveis
plasmaticos de proteina aumentaram nos grupos 0 e 1,5% apds o desafio bacteriano. A
albumina aumentou (P<0,05) ap6s o desafio em 0 e 1,0%. Os niveis de colesterol
aumentaram com o uso do 6leo na dieta e,ap6s o desafio, apenas no grupo controle. Os
niveis de triglicérides foram menores no grupo alimentado com 0,5% de 6leo na dieta;
e, apés o desafio, em 0, 0,5 e 1,5% observou-se aumento significativo deste
metabolito.Conclui-se que o 6leo essencial de M. piperita na alimentacdo em até 1,0 %
apresenta efeito sobre as respostas fisiologicas do tambaqui, recomendando-se seu uso
como imunoestimulante.

Palavras-chave: Peixes; produto natural; piscicultura.
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ABSTRACT

Ribeiro, Suzana. Immunostimulant potential of Mentha piperita essential oil on
tambaqui, Colossoma macropomum diet. Macapa, 2015. Dissertacdo (Mestre em
Biodiversidade Tropical) — Programa de Pds-graduacdo em Biodiversidade Tropical —
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo - Universidade Federal do Amapa.

Animal diseases in fish farms has increased the demand for preventive measures, such
as vaccines and supplemented diets with immunostimulatory substances. This study
aimed to evaluate the immunostimulatory potential of the essential oil of Mentha
piperita for tambaqui (Colossoma macroponum). The animals were divided into 12
tanks of 500L (20 fish / tank) and submitted to treatments with three replications of 0;
0.5; 1.0; 1.5% oil inclusion levels, twice a day (9 and16h). After thirty days, five fish
from each treatment were anesthetized with benzocaine (0.1 g/L) for blood collection
and evaluation of hematological and biochemical parameters, characterizing the period
before the bacterial challenge. Blood parameters evaluated were: erythrocytes count,
hematocrit, hemoglobin concentration, mean corpuscular volume, mean corpuscular
hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration; glucose, protein,
triglycerides, albumin, urea and cholesterolplasma concentrations. These were
determined after 30 days of feed and 7 days after challenge with Aeromonashydrophilla
containing 1.5 x10® CFU / mL. The results showed that the inclusion of M. piperita oil
in the diets did not affect the production parameters and the fish survival. The Hb
concentration increased (P<0.05) in animals fed with diets with 0.5 and 1.5% of
essential oil; after challenge, Hb fell significantly in the 1.5% group. The tambaqui’s
mean corpuscular volume (MCV) remained the same with the oil in the diet, however
after challenge decreased in the group fed by 1.0%. Mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) diminished at 0% and 1.5% after challenge. Protein levels
increased (P<0.05) in levels 0 and 1.5% after challenge. Albumin concentration showed
increase (P<0.05) after challenge for 0 and 1.0% of oil in the diets. Increased cholesterol
levels presented significantly increases with the oil in the diet; and after challenge, just
the control group remained increased. Triglycerides levels were lower in fish fed by
diets with 0.5% of oil; and after challenge, showed increased levels at 0, 0.5 and1.5%.
The essential oil of M. piperita up to 1.0% of inclusion in the diets, promoted
tambaqui’s physiological responses, and could be recommended as immunostimulant
product.

Keywords: Fish; natural product; fish farm.



ILUSTRACOES

Figura 01. Exemplar de tambaqui (Colossoma macroponum)
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ABREVIATURAS E SIGLAS

Hematocrito (Ht)

Concentracdo de hemoglobina (Hb)
Eritrécitos (Eri)

Volume corpuscular médio (VCM)
Hemoglobina corpuscular média (HCM)

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
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1. INTRODUCAO GERAL

Aquicultura é definida como o cultivo de organismos aquaticos com
interesse comercial. Esta atividade tem uma longa historia, tendo comecado na China ha
mais 4.000 anos. Considera-se muito importante economicamente, pois destina-se a
producdo de alimentos com alto teor protéico, essencial ao desenvolvimento do homem
(Camargo e Pouey, 2005). A contribuicdo da aquicultura, representado pela somatoria
dos diversos organismos aquaticos, continua crescendo, saltando da significancia de
3,9% em 1970 para 32,4% em 2004 (FAO, 2006), representando cerca de um milhdo de
toneladas e 59,4 milhdes de toneladas, respectivamente. O setor aquicola vem
apresentando taxa de crescimento de 8,8% ha varias décadas, enquanto a pesca contribui
com apenas 1,2%, e a pecuaria com 2,8% (FAO, 2008).

No Brasil, de acordo com o relatério do Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA, 2010), a aquicultura apresentou uma producéo em 2011 de 628.704,3 t. Existem
planos para dobrar esse numero até 2015. Esta producdo no Brasil é considerada baixa,
apesar de o pais ter grande variabilidade espacial da disponibilidade de &gua (Leal,
1998), com cerca de 20% da &gua doce mundial (Bizerril e Primo, 2001), e espago para
a implementacdo de novos projetos de pesca. Pavanelli et al. (2008) afirmam que o
Brasil esta inserido no contexto internacional como um pais com grande potencial para
a piscicultura, devido ao vasto territorio eo clima tanto para espécies de regides tropicais
ou temperadas, que favorece o cultivo de espécies de peixes de agua doce.

O cultivo intensivo € omais utilizado, mesmo apresentando como consequéncia
problemas nutricionais, alteracdo na qualidade da 4gua e estresse cronico nos
peixes,causado pelo confinamento, situacdo que pode facilitar a transmissdo de
patdégenos (Schwedler e Johnson, 2000; Martins, 2004). Doencas infecciosas e
parasitarias causam graves problemas para a salde dos peixes e grandes prejuizos
econémicos para os piscicultores. Os valores exatos das perdas econémicas causadas
por esses agentes em cultivos de peixes no Brasil ndo sdo conhecidos (Zimmermann et
al. 2004).Atualmente, surtos de doencas parasitarias e bacterianas estdo ente os fatores
limitantes para a piscicultura (Kubitza 1999, Eiras et al. 2010). Com isso os produtores
tém lancado mdo de massivas quantidades de antimicrobianos e desinfetantes para
controlar mortalidades dos peixes e evitar grandes perdas econdmicas. A terapéutica de

doengas em peixes é vista com criticismo, devido aos efeitos colaterais dos produtos
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disponiveis para uso nos dias de hoje, além do uso indiscriminado de produtos quimicos
no controle e prevencdo de problemas sanitarios estarem cada vez mais evidentes com o
aumento da incidéncia de doencgas em peixes cultivados. O ideal seria que o produto a
ser utilizado na aquiculturaapresentasseas seguintes caracteristicas: degradacéo rapida;
ndo deixar residuo na dgua, no substrato ou no tecido do animal tratado; ndo influenciar
a qualidade da agua; ndo oferecer perigo ao homem e animais; baixo custo e facil
aplicacdo (Maximiano et al. 2005, Mourino et al. 2012)

Diversas plantas medicinais estdo sendo utilizadas pelo homem ha milhares
de anos e continuam tendo o seu valor ndo apenas nas comunidades tradicionais como
também sdo objeto de estudos interdisciplinares na busca de novos farmacos (Macedo et
al. 2002). O uso de fitoterapicos na producdo animal tem se mostrado promissor por
serem produtos naturais, biodegradaveis e com aatividade antimicrobiana contra
diversos patogeno (Olivo et al. 2007). Mentha piperita, conhecida popularmente como
menta, horteld e horteld-pimenta, trata-se de uma erva aromatica de haste ramosa e
quadrangular, verde ou roxo-purplrea, juntamente com o0s ramos. Seu cultivo é
difundido em todas as regiGes do Brasil, apresentando em elevado grau propriedades
antiespasmadicas, carminativas, estomaticas, estimulantes e ténicas (Amelunxen, 1967,
Braga, 1983, Ramoset al., 1996, Adam, 1998).

Estudos com dleo essencial de M. piperitamostram o usoin vitro e in vivo
contra patdgenos em peixe (Maciel, 2002).Em seus estudos, Trajano et al. (2009)
obtiveram resultados positivos do 6éleo de M. piperita na atividade inibitéria do
crescimento bacteriano, sendo muitos desafios feitos com A. hydrophila, considerada
uma zoonose, uma vez que pode contaminar agua e alimentos e provocar enfermidades
no homem, tais como febre, dor abdominal, vémitos, diarreia, meningite, endocardite,
septicemia, inflamacgfes diversas entre outros (Janda e Abbott, 1998, Vivas et al.
2000).No entanto, investigacOes cientificas efetivas, com métodos terapéuticos ndo
convencionais, usando-se fitoterapicos, ainda sdo escassas (Horegen et al. 2003),

mostrando assim a importancia e a necessidade da realizacdo de mais estudos.

1.1 Tambaqui
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O tambaqui Colossomamacropomum (Cuvier, 1818) é uma espécie de peixe da
classe Osteichthyes, subclasse Actinopterygii, ordem Characiformes, familia
Serrasalmidae e subfamilia Serrasalminae. Também chamado de pacuvermelho, é um
peixe de escamas com corpo romboidal, nadadeira adiposa curta com raios na
extremidade; dentes molariformes e rastros branquiais longos e numerosos, boca
prognata pequena e forte com dentes molariformes. A coloracéo, geralmente, é parda na
metade superior e preta na metade inferior do corpo, mas pode variar para mais clara ou

mais escura dependendo da cor da agua (Dairiki, 2011).

Figura 01. Espécime de tambaqui (Colossoma macroponum).

Originaria da America do Sul, das bacias dos rios Amazonas e Orinoco, é uma
espécie considerada como o segundo maior peixe de agua doce de escamas da Ameérica
do Sul, atras apenas do pirarucu Arapaima gigas (Chagas e Val, 2003, Santos et al.
2006, FishBase, 2010). Os peixes da bacia amazonica sdo submetidos a drasticas
variacOes sazonais nas condi¢des dos ambientes aquaticos. Nos momentos de cheia que
ocorre a frutificacdo de grande nimero de espécies de arvores da varzea, que com a
ajuda da agua, podem ter suas sementes dispersas para outros locais (Kubitzki e
Ziburski, 1994). Esses frutos e sementes sdo fontes energéticas importantes para a
alimentacdo de peixes (Goulding, 1980, Waldhoff et al.1996), incluindo espécies de
grande valor comercial, como o tambaqui C.macropomum (Aradjo-Lima e Goulding,
1998).Na estacdo de estiagem, os peixes sdo principalmente herbivoros, mas podem se
alimentar de insetos, caracdis, outros peixes e frutos da época. No periodo das cheias, o
material gorduroso localizado na cavidade abdominal, acumulado ao redor das visceras
pode ser utilizado como reserva de energia (Castelo, 1980).

Do ponto de vista econdmico esta espécie é importante como alimento de alta

qualidade na América do Sul (lzel et al. 2004). E uma espécie nativa que apresenta bom
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desempenho em criacdo intensiva, sendo a mais cultivada na Regido Norte do Brasil
(Chellapa et al. 1995, Val et al. 2000, Tavares-Dias, 2011). E facilmente adaptavel ao
cativeiro, com boa alimentacdo, conversdo, disponibilidade de juvenis, crescimento
rapido e manejo facil, (Goulding, 1980,Goulding e Carvalho, 1982,Goulding,1993,
Araujo-Lima e Goulding, 1998).

1.2. Nutricdo e saude dos peixes

Peixes sdo animais pecilotérmicos, com dependéncia direta e indireta do
ambiente, portanto mais afetados pelas variacdes das condi¢cbes ambientais que animais
terrestres (Cyrinoet al. 2010). O atendimento das exigéncias nutricionais é essencial
para o adequado crescimento e desenvolvimento dos peixes, mas a maioria das
pesquisas em nutricdo avalia as exigéncias e a utilizacdo de alimentos com base no
desempenho produtivo e sinais de deficiéncia, sem considerar a capacidade de
resisténcia dos animais, quando expostos a patdgenos ou agentes estressores (Santos,
2013).

Segundo Chagas (2010), na nutricdo de peixes, beneficios no crescimento,
eficiéncia alimentar e sobrevivéncia foram alcancados em varias espécies cultivadas
com estabelecimento de suas exigéncias nutricionais, mas hoje as pesquisas consideram
também tais efeitos sobre a salde dos peixes. Evidéncias cientificas dos ultimos 30 anos
indicam que os nutrientes da dieta, bem como aditivos podem estimular o sistema
imunoldgico dos peixes e que as racdes devem ser formuladas ndo somente com
critérios nutricionais, mas também considerando a capacidade de promover a saude
(Kiron, 2012). Neste contexto, um novo conceito de balanceamento de rages vem se
estabelecendo, com principios baseados em nutricdo, salde e responsabilidade
ambiental, com intuito de promover estratégias que possam amenizar os efeitos do
estresse e aumentar a resisténcia imunoldgica dos peixes, permitindo que o mesmo
mantenha o equilibrio orgéanico (Falcon, 2007). Dentre as estratégias nutricionais
utilizadas com o intuito de favorecer a salde dos peixes estdo os alimentos funcionais
considerados como alimento ou constituinte alimentar com beneficios na promogéo da
salde e prevencédo de doenca, independentes da funcdo de nutriente essencial (Day et al.
2009). Como alimento funcional podemos citar 0s imunoestimulantes,

consideradosaditivos de uso zootécnicos com capacidade reconhecida de modular o
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sistema imunoldgico, amenizar o estresse e proteger os animais contra infeccdo por

patdgenos (European Food Safety Authority, 2008).

1.3. Imunoestimulantes

Aquicultura no Brasil tem apresentado um crescimento enorme nos ultimos anos
devido aos métodos de cultura intensivo. Estes procedimentos intensivos levaram a
surtos de doengas, bem como ao uso indevido de antibi6ticos. Uma alternativa viavel
para evitar o uso de produtos quimicos e perdas econémicas é a administracdo de
imunoestimulantes, que aumentama resposta imunologica ndo especificados peixes e
tém uma atividade de largo espectro, que parece ser Util no controle de doencas de
peixes. Portanto, pode ser alternativa profildtica como agentes terapéuticos na
piscicultura (Biller-Takahashi et al. 2004,Nya e Austin, 2009a,b, Talpur e Ikhwanuddin,
2012, 2013a,b.).

O sistema imunoldgico inato é a primeira linha de defesa contra patdgenos em
peixes, sendo constituida por compostos: macréfagos, mondcitos, granuldcitos e
elementos humorais, como a lisozima (Narnawareet al. 1994, Punitha et al. 2008).
Segundo Sakai (1999) os beneficios dos imunoestimulantes € o aumento da atividade de
macrofagos, fagocitose por neutréfilos e mondcitos, maior producéo de linfécitos como
também de imunoglobulina e lisozima.Entre compostos com caracteristicas
imunoestimulantes temos: vitaminas, minerais, proteinas, aminoacidos, hormonios,
substancias derivadas de plantas e animais, prebioticos e probidticos com propriedade
antioxidante, antimicrobiana, anticarcinogénica, analgésica, inseticida, antiparasitaria,
promotora de crescimento e de apetite, hepatoprotetora, entre outras (Razaliet al. 2008,
Cristea et al. 2012, Rodrigues et al. 2013). Os imunoestimulantes sdo considerados
substancias bioldgicas que auxiliam beneficamente o0s mecanismos especificos
imunolégicos e ndo especificos dos animais (Viadanna, 2012), indicando que
administragdo profildtica de imunoestimulantes na aquicultura é promissora no
fortalecimento do sistema imune dos animais cultivados (Anderson, 1992, Punitha et al.
2008, Citarasu, 2010, Harikrishnan et al. 2010a,b).



26

1.4. Mentha piperita Linnaeus 1753 (Laminaceae)

O uso de plantas no tratamento e profilaxia de enfermidades étdo antigoquanto a
espécie humana. Nos dias atuais a utilizacdo de plantas medicinais tem promovido
estudos visando resolver problemas de ordem politico-econémica promovendo o cultivo
oficial e ndo somente exploratorio de tais espécies(Basso et al. 1998, Maciel, 2002).

O género Menthaocupa posicdo de destaque na economia mundial entre as
plantas produtoras de 6leos essenciais (Harris, 2006).0s mais importantes constituintes
desses Oleos sdo: mentol, mentana, mentofurano, acetato de mentila e pulegona
(Aflatuni, 2005,McKay e Blumberg, 2006). Acomposi¢do qualitativa e quantitativa
desses monoterpendides determina a qualidade e o valor comercial do éleo essencial.
Odleo de menta de altaqualidade consiste, predominantemente, de mentol (30-55%);
seguido de moderada proporcao de seu precursor, mentona (14-32%); e de baixos teores
de pulegona (<4%), mentofurano (1-9%) e acetato de mentila (2,8-10%) (Valmorbida
et al. 2006, Behn etal. 2010).

Mentha piperita, conhecida também como horteld-pimenta (Munsi, 1992 apud
Simdes e Spitzer, 2000). Trata-se de um hibrido, origindrio do cruzamento entre
diversas espécies, provavelmente Menthaspicata L., M. aquatica L., M. longifolia Huds.
e M. rotundifolia Huds (Maffeiet al. 1999). Junto com a M. arvensis L., é a espécie de
maior interesse econémico na obtencdo de dleos essenciais. O 6leo, amplamente
empregado como flavorizante, aditivo em alimentos, em produtos de higiene bucal e em
preparacOes farmacéuticas, no tratamento de problemas respiratérios e gastrintestinais,
apresenta acdes antimicrobiana e espasmolitica, facilita a digestdo e é responsavel pela
eliminacdo de gases do aparelho digestivo (Simdese Spitzer, 2000).As plantas da
familia Lamiaceae, pela riqueza em 0leos essenciais, tém sido amplamente investigadas
sob o ponto de vista agrondmico e quimico, ndo somente com o intuito de maximizar o
contetdo de 6leo essencial, mas também buscando avaliar a variacdo dos constituintes
importantes destes 6leos (Martins, 1998).

A cultivo da menta iniciou-se no Estado de Sdo Paulo no comeco do século XX.
O Brasil foi o maior produtor do mundo desde a Il Guerra Mundial até a década de 70,
sendo o Estado do Parana responsavel por 95% da producdo (Parana, 1976). A demanda
de mentol atualmente ultrapassa 7.000 t por ano, movimentandoaproximadamente 300
milhGes de dolares anualmente (Patel et al.2007), sendo os Estados Unidos o maior
produtor (Tavish e Harris, 2002).
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Muitas plantas sdo conhecidas por suas propriedades medicinais, porém existem
poucos estudos sobre sua eficacia em promover a salde dos peixes. Os 6leos essenciais
de plantas (mistura complexa de diferentes compostos aromaticos) estdo entre 0s
principais compostos naturais a seremtestados em peixes, pela vasta atividade
antimicrobiana ja descrita de seus componentes (Lang e Buchbauer, 2012). Além disso,
sdo biodegradaveis e devido seus multicomponentes naturais s80 menos propensos a

causar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Kulkarni et al. 2013).

De acordo com Astaneh et al. (2010), o dleo essencial de M. piperita é
bactericida para Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
eStreptococcus faecali, além de agir como antioxidante natural, pelas suas moléculas
bioativas neutralizarem radicais livres e retardarem o progresso de muitas doencas
crbnicas associadas ao estresse oxidativo e a espécies reativas de oxigénio (EROS).
Assim, desafios especificos com agentes bacterianos podem indicar o efeito do uso da
suplementacédo da dieta com fitoquimicos provenientes de plantas medicinais (Anderson
e Jeney, 1992, Citarasu, 2010, Harikrishnanet al. 2010a,b).

1.5. Hematologia e Imunologia de peixes

A hematologia é o estudo do sangue e a sua aplicacdo em pesquisa animal e em
processo de doenca no homem é bem aceita e considerada como procedimento de rotina
em métodos de diagnosticos (Ranzani-Paiva et al. 2013). Na intensificacdo da
piscicultura e consequentes problemas com a satde dos animais no ambiente de criagéo,
a hematologia pode ser utilizada como ferramenta para obtencdo de respostas na
avaliacdo das condicdes de defesa organica dos peixes(Hrubec et al. 2001). Alteracdes
fisioldgicas dos peixes sdo refletidas na composicdo sanguinea, modificando o0s
parametros bioquimicos e hematoldgicos (Hrubec et al. 1997). Assim, a analise
sanguinea pode revelar disfuncbes agudas e cronicas, atribuiveis a nutri¢do, qualidade

da agua, presenca de toxinas e doencas, entre outros fatores (Hrubec et al. 2001).

Com este proposito, varios pesquisadores tém utilizado a hematologia clinica
como método de avaliacdo das exigéncias nutricionais e respostas imunoldgicas, tais
como exigéncias de minerais para tilapia nilética Oreochromis niloticus (Barros et al.
2002,Ferrari et al. 2004,Hisano et al. 2004), e vitaminas para pirarucu Arapaima gigas

(Andrade et al. 2007)e matrinxd Bryconamazonicus (Affonso et al. 2007). Além
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depeixes parasitados por Lernaea cyprinacea(Silva-Souza et al. 2000), Dolops
carvalhoi(Tavares-Dias et al. 2007a), Anacanthorus penilabiatuse Piscinoodinium
pillulare(Tavares- Dias et al. 2008).

O sangue dos peixes teledsteos é formado por eritrécitos, leucocitos e
trombdcitos, sendo que a producdo estimada de células sanguineas em peixe de 120 g
estd na ordem de 1.012 células, e o seu volume corresponde de 1,5 a 3% do peso
corporal (Tandon e Joshi, 1976), maior taxa de hemoglobina, porém menor volume
(Lay e Baldwin, 1999). Nesses peixes é alta a demanda por oxigénio para 0
metabolismo (Rambhaskar E Srinivasa-Rao, 1987).

Os eritrocitos sdo as células sanguineas mais numerosas, sendo ovais com
citoplasma eosinofilico ndo granular e ndcleo oval e basofilico (Tocidlowskiet al. 1997).
Essas células contém hemoglobina, que é a proteina conjugada, composta por globina, e
por um nucleo prostético do tipo porfirina, chamado heme, cujo principal componente
quimico é o ferro, sua funcdo é transportar o oxigénio e parte do gas carbdnico no
sangue, sendo que qualquer deficiéncia no eritrocito sera traduzida pela falta de
oxigénio nos tecidos. O hematdcrito é determinado por meio do percentual de eritrocitos
em relacdo ao volume total de sangue. Por meio da obtencdo e andlise desses valores é
possivel determinar os indices hematimétricos absolutos, importantes na avaliacdo e

deteccdo de quadros de anemias (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).
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2. PROBLEMA

O bom desempenho no cultivo depende do bom manejo na producéo de peixes,
pois a elevada densidade de animais que pode ser utilizada durante o cultivo, pode
facilitar a disseminacdo de doencas entre 0s peixes.

SituacOes de pisciculturas em precarias condi¢cbes de manejo sdo comuns no
Estado do Amapa com alta probabilidade de aparecimento de doencas nos peixes
levando a baixos rendimentos e perdas econdmicas. Assim, ha necessidade do uso de
produtos que possam combater o surgimento de doengas nos peixes por meio da
melhora na saude dos animais sem afetar a qualidade sanitaria, o sabor do produto final,
0 meio ambiente e sem tornar essa medida preventiva uma acao de alto custo.

Assim, os problemas que podem ser apresentados neste estudo séo:

A inclusdo do o6leo essencial de Menthapiperita na dieta do tambaqui

podemelhorar o desempenho e sistema imunoldgico do tambaqui?

Quais niveis de inclusdio o Oleo essencial de Mentha piperita

apresentammelhores resultados nasadde (fisiologia) do tambaqui?
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3. HIPOTESES

A inclusdo do 6leo essencial de Mentha piperita na dieta do tambaqui pode

melhorar seu crescimento e melhor o sistema imune dos animais.

Quanto maior o nivel de inclusdo do 6leo essencial de Mentha piperita na dieta,

melhor condicédo de saude (fisiologia) sera apresentada pelo tambaqui.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial imunoestimulante do 6leo essencial de Mentha piperita

nodesempenho e fisiologia do tambaqui, Colossoma macropomum.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da inclusdo de 0, meio (0,5), um (1,0) e um e meio (1,5) do

6leo essencial de Mentha piperita no desempenho de tambaqui;

Verificar o estado de salude (fisiologia) do tambaqui ap6s alimentacdo com as
dietas distintas contendo 6leo essencial de Mentha piperitae ap6s o desafio bacteriano

com Aeromonas hydrophila.
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Oleo essencial de Mentha piperita na dieta de tambaquis Colossoma macropomum
desafiados com Aeromonas hydrophila: desempenho e resposta hematolégica

Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos imunoestimulantes do 6leo essencial de
Mentha piperita na dieta de tambaquiColossoma macropomume ap6s desafio
comAeromonas hydrophila. Os peixes foram alimentados com dietas contendo 0; 0,5;
1,0; 1,5% do oleo por kg de racdo comercial para peixesonivoros, duas vezes ao dia,
durante 30 dias. Para o desafio, os peixesforam inoculados intraperitonealmente com
1,5 x 10 UFC mL™. Parametros hematoldgicos e bioquimicos dos tambaquis foram
determinados ap6s 30 dias de alimentacdo e sete dias do desafio. Ndo houve
mortalidade dos peixes durante o experimento de alimentacdo. O Oleo na dieta nao
influenciou nos parametros produtivos dos peixes. Com a alimenta¢do observou-se
aumento da Hb em peixes alimentados com dietas com 0,5 e 1,5%; da albumina em
1,0% de M. piperita; do colesterol em todos os grupos; e triglicérides naqueles
alimentados com 0,5% de Oleo essencial. Apds desafio bacteriano ocorreram
diminuicdes da Hb nos peixes alimentados com 1,5% de O6leo na dieta; volume
corpuscular médiacom 1,0%; da concentracao de hemoglobina corpuscular média com 0
e 1,5%; além de aumentos da proteina nos grupos 0 e 1,5%; da albumina em 0 e 1,0%);
do colesterol no controle (0%); e dos triglicérides em 0, 0,5 e 1,5% de 6leo na dieta.
Conclui-se que o 6leo essencial de M. piperita na dieta promoveu resposta imune e pode
ser utilizado em inclus@es de até 1,0% na alimentacdo de tambaqui.

Palavras-Chave: sistema imune; produto natural; desafio bacteriano; bioquimica.
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Mentha piperita essential oil in tambaquis Colossoma macropomum diets challenged
with Aeromonas hydrophila: performance and hematological responses

Abstract

In fish farming, diseases can be minimized by using natural immune stimulants in fish
diet. The aim of this study was to evaluate the immunostimulatory potential of the
essential oil of Mentha piperita in tambaquis diet subsequently challenged with the
bacteria Aeromonas hydrophila. The animals were fed diets containing 0; 0.5; 1.0; 1.5%
inclusion of oil per kg of commercial fish feed twice a day for 30 days. For challenge,
fish intraperitoneally were inoculated with bacteria A. hydrophilla 1.5 x 108 CFU / mL.
Tambaquis’ hematological and biochemical parameters were determined after 30 days
of feeding and seven days of the challenge. There were no fish mortality during the
experiment. The M. piperita oil did not influence fish production parameters. Hb
increases in fish were observed due to the diets with 0.5% and 1.5%; albumin 1.0%;
cholesterol in all groups; and triglycerides in 0.5% essential oil. Following bacterial
challenge occurred decreases in Hb fed with 1.5% fish oil in the diet; VCM with 1.0%;
the MCHC with 0% and 1.5%; In addition to protein increases in groups 0 and 1.5%;
albumin at 0 and 1.0%; cholesterol in the control (0%); and triglyceride levels 0, 0.5 and
1.5% of oil in the diet. Essential oil of M. piperita in tambaqui diet promoted immune
response and could be used in inclusions of up to 1.0% in the diet of this fish species.

Keywords:immune system; natural product; bacterial challenge; biochemistry.
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Introducéo

Na aquicultura, o uso de antibidticos e quimioterapicos para tratamento e
profilaxia na aquicultura pode trazer diversos impactos negativos, o que leva a busca
por produtos alternativos, tais como probidticos e imunoestimulantes oriundos de
plantas (Biller-Takahashi e Urbinati, 2014; Mehana et al., 2015). A avaliacdo do uso de
fitoquimicos na aquicultura € uma area relativamente nova de pesquisa, mas que vem
trazendo resultados promissores (Anderson, 1992; Logambal et al., 2000; Razali et al.,
2008; Citarasu, 2010; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014).

O uso de astaxantina em 50 e 100 mg kg™ na dieta de carpa comum Cyprinus
carpio estimulou o crescimento, alterando parametros hematoldgicos, resposta
imunolégicas e aumentou a protecdo contra doencas bacterianas especificas (Jagruthi et
al., 2014). Allium sativum na alimentacdo de Lates calcarifer promoveu alterando
parametros hematoldgicos melhorando a captacdo de oxigénio e resposta imunolégicas
(Talpur e Ikhwanuddin, 2012).Ocimum basilicum aumentou a resisténcia de Cyprinus
carpio contra infecgdo por A. hydrophila (Amirkhani e Firouzbaksh, 2015), assim,
como a resisténcia de L. rohita quando alimentado com dietas contendo Magnifera
indica (Sahu et al., 2007).

Na piscicultura, entre as bactérias patogénicas oportunistas a Aeromonas
hydrophila, tem sido associada a grandes mortalidades de peixes em todo 0 mundo ao
longo da ultima década, resultando em enormes perdas econémicas (Monette et al.,
2006). Essa bactéria estd associada frequentemente a septicemia hemorragica, erosdo
das nadadeiras, distensdo da cavidade abdominal, entre outros sinais clinicos (Paniagua
et al., 1990; Joseph e Carnahan, 1994; Jeney e Jeney, 1995). O uso de antibioticos como
medida preventiva tem sido questionada (Kaskhedikar e Chhabra, 2010) por causar

alteraces na microbiota intestinal e induzir a resisténcia bacteriana. Porém, o uso de
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imunoestimulantes tém mostrado efeitos benéficos ndo apenas como alternativa no
manejo durante doengas, assim como na promoc¢do de crescimento e no alcance de
melhoria do sistema imunoldgico (especifico e ndo-especifico) (Verschuere et al., 2000;
Harikrishnan e Balasundaram, 2008; Harikrishnan et al., 2009 a,b; Biller-Takahashi e
Urbinati, 2014; Mehana et al., 2015).

O cultivo de peixes da familia Characidae constitui uma grande parte da
producdo aquicola continental brasileira (IBAMA, 2007). Dentre estes peixes, 0
tambaqui € uma espécie nativa da regido amazdnica, muito cultivada e difundida em
diversas regides do Brasil, principalmente no norte e nordeste, e que se adapta com
sucesso ao cultivo, devido a boa conversdo alimentar, crescimento e manejo faceis e
disponibilidade de juvenis (Chellapa et al., 1995; Val et al., 2000; Izel e Melo, 2004;
Tavares-Dias, 2011; MPA, 2012).

O presente estudo avaliou os efeitos imunoestimulantes do uso do 6leo essencial
de Mentha piperitana dieta e desafio com A. hydrophila no crescimento e parametros

hematoldgicos de tambaqui.

Material e Métodos

Este experimento est4 autorizado para realizacdo de Pesquisa Cientifica com as
espécies C. macropomum e A. hydrophila (Processo No. 02001.002877/2014-64), de
acordo com a legislacdo vigente, junto ao IBAMA (No. 002/2008). Espécimes de
tambaquis foram adquiridos em piscicultura comercial, com peso médio de 36,0 + 7,7 g,
transportados ao galpdo de cultivo da Embrapa Amapa (Macapa, AP) e mantidos em
condigdes laboratoriais por 20 dias alimentados com racdo comercial para peixes com

32% PB. Vinte peixes por caixa foram distribuidos aleatoriamente em 12 caixas d’agua
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com capacidade para 500 L conectados a um filtro bioldgico, com fluxo de agua
continuo e aeragdo constante, mantendo constantes as variaveis fisico-quimicas:
oxigénio dissolvido de 7,32 + 0,58 mg L™*; pH de 7,46 + 0,46; temperatura de 27,78 +
0,52 °C; aménia de 0,4 + 0,1 mg L™; alcalinidade de 26,43 + 14,3 mg CaCO; L™;
dureza de 16,67 + 8,56 mg CaCO; L™. A limpeza das caixas para retirada de excesso de
racao e fezes foi realizada a cada trés dias.

Quatro dietas foram utilizadas: 0% (ou controle), isenta da inclusdao do Oleo;
0,5%: incluséo de 0,5%; 1,0%: inclusdo de 1,0%; e 1,5%: inclusdo de 1,5% do oleo
essencial de M. piperita por kg de racdo comercial. Os tratamentos foram realizados em
triplicata, sendo os animais alimentados até a saciedade aparente, duas vezes ao dia (8 e
16 h). O 6leo essencial de M. piperita foi obtido pelo Laboratorio de Plantas
Medicinais, Embrapa Amazénia Ocidental (Manaus, AM). Para incorporacdo do 06leo
essencial a dieta, solucdes para cada nivel de inclusdo foram preparadas utilizando-se
alcool de cereais (Dairiki et al., 2013), adicionando-se 6leo essencial de M. piperita na
quantidade necessaria, e por aspersdo com pulverizador manual, foram incorporadas a
um kg de racdo comercial para peixes (32% de PB e granulometria de 4 mm). Apos as
racdes foram secas a temperatura ambiente por 24 horas para serem utilizadas na
alimentacédo dos peixes.

Apbs o periodo de alimentacdo de 30 dias, uma coleta de sangue foi realizada
por puncdo caudal em cinco peixes de cada repeticdo, utilizando anticoagulante
heparina sodica. Os peixes foram previamente anestesiados com benzocaina 0,1%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As amostras de sangue foram mantidas em gelo
para determinacdo do hematocrito (Ht), da concentracdo de hemoglobina (Hb) e da
contagem eritrdcitos (Eri); e realizacdo do calculo dos indices hematimétricos de

Wintrobe: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
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concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), de acordo com Ranzani-
Paiva et al. (2013). O sangue remanescente foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 min
(Centrifuge 5424) e o plasma obtido para determinacdo das concentracGes de glicose,
proteina, albumina, colesterol e triglicérides, através de kits colorimétricos (Bio
Tecnica®) e leituras das absorbancias realizadas em espectrofotdmetro Biospectro (SP-
220).

ApoGs a coleta de amostra de sangue, em cinco animais, outros peixes foram
desafiados com A. hydrophila (ATCC 7966) (Seshadri et al., 2006). Para isto, 0s
animais foram inoculados intraperitonealmente com A. hydrophila na concentragéo de
1,5 x 10 UFC mL™. Durante 15 dias foi realizada a observacdo desses animais,
verificando mortalidade e ocorréncia de sinais clinicos de aeromonose tais como
petéquias hemorragicas, distensdo da cavidade abdominal, lesbes ulcerativas na
superficie do corpo, hemorragia nas nadadeiras, peixes isolados do cardume, coloragdo
enegrecida, entre outros. Apds 7 dias da inoculacdo da bactéria foi realizada nova coleta
de amostra de sangue em nove animais por tratamento.

Os resultados das avaliagcGes hematoldgicas e bioquimicas dos tambaquis, apés a
alimentacdo com dietas os niveis de inclusdo de 6leo essencial de M. piperita (0, 0,5,
1,0 e 1,5%), antes e apds do desafio bacteriano foram comparados estatisticamente
utilizando-se teste paramétrico ou nao-paramétrico ANOVA (P<0,05), ap6s aplicacdo

do teste de normalidade (Zar, 2010), utilizando-se Software Graphpad Instat®.

Resultados

As varidveis fisico-quimicas da agua monitoradas durante o periodo

experimental mantiveram-se dentro dos limites estabelecidos como satisfatorios para o
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cultivo de peixes tropicais de agua doce. Nenhuma mortalidade de tambaquis foi
observada pelo presente estudo, inclusive com desafio bacteriano. O desafio bacteriano
foi realizado com A. hydrophila nos tambaquis alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de 6leo essencial de M. piperita na concentracéo de 1,5 x 10° UFC mL°
! ndo causou doencas (por visualizagdo macroscépica) e nem morte dos tambaquis.

Os niveis de inclusdo do dleo essencial de M. piperita na dieta dos tambaquis
nédo influenciaram os parametros de desempenho produtivo de tambaquis, visto que o
ganho de peso néo indicou diferenga significativa, apesar de uma tendéncia de reduzir a
concentracdo alimentar aparente (CAA) no grupo com incluséo de 1,0% de 6leo na dieta

(Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios (z desvio padrdo) do peso inicial e final, ganho de peso e conversao alimentar
aparente (CAA) dos tambaquis alimentados com dietas (ap06s alimentagéo por 30 dias) com incluséo de 0,

0,5, 1,0 e 1,5% de bleo essencial de M. piperita.

Niveis de inclusdo do 6éleo M. piperita

0% 0,5% 1,0% 1,5%
Peso inicial () 20,35 + 4,84a 20,74 + 4,64a 20,19+ 4742 20,10+ 3,33a
Peso final (g) 7581 +22,3%9% 63,56+36,09a 59,13+23,03a 68,74+27,74a

Ganho de peso (g) 58,15+ 19,21a 44,20+ 34,54a 38,94 +22,69 48,64 + 28,36a

CAA 1,07 1,42 1,66 1,28

Néo houve diferenca estatistica (P>0,05).

Houve aumento significativo da concentracdo de hemoglobina em tambaquis
alimentados com dietas contendo 0,5 e 1,5% de 06leo essencial de Mentha, com relacéo
as demais dietas. Apds a infeccdo com a bactéria A. hydrophila, ocorreu diminui¢do da
Hb dos peixes alimentados com 1,5% na dieta (P<0,05). A inclusdo do éleo essencial

ndo alterou o0 VCM dos tambaquis, entretanto diminuiu ap6s o desafio bacteriano nos
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peixes do grupo alimentado com dietas com 1,0% de inclusdo de 6leo de M. piperita. A
alimentagdo com M. piperitando alterou os valores de CHCM, entretanto, com o desafio
com A. hydrophilaos valores diminuiram nos tambaquis dos grupos controle (0%) e

com 1,5% de 6leo na dieta (Tabela 2).

Tabela 2. Hematdcrito (Ht), concentracdo de hemoglobina (Hb), contagem de eritrdcitos (Eri) e indices

hematimétricos (volume corpuscular médio, VCM; hemoglobina corpuscular média, HCM e

concentracdo de hemoglobina corpuscular média, CHCM) (média + desvio padrdo) de tambaquis

alimentados com dietas com diferentes niveis de incluséo (0, 0,5, 1,0 e 1,5%) do Gleo essencial de M.

piperita, antes e sete dias apds o desafio bacteriano com A. hydrophila.

Niveis de inclusdo do dleo essencial M. piperita

0% (Controle) 0,5% 1,0% 1,5%
Antes do desafio bacteriano
Ht (%) 17,54 £ 3,73a 19,75 £ 3,36a 18,20 + 4,16a 19,65 £ 2,22a
Hb (g dL™) 571+127a 6,83 £ 0,98b 6,30 + 1,32a 7,76 £ 0,62b
Eri (x10° uL'l) 1,04 + 0,34a 0,93 £ 0,25a 0,94 + 0,35a 1,04 + 0,34a
VCM (fL) 181,09 + 62,41a 192,20 + 58,43a 169,25 + 41,52a 181,09 + 62,41a
HCM (g dL™) 70,33+ 14,37a 65,97 + 15,98a 67,24 + 10,74a 65,63 = 10,29a

CHCM (gdL™)

42,46 + 16,76a

35,69 + 13,33a

40,15 £ 15,51a

42,46 + 16,76a

Ap6s desafio bacteriano

Ht (%) 20,05+ 2,97a 19,94 + 3,08a 16,28 + 4,53a 18,50 + 3,31a
Hb (g dL™) 5,29 + 2,26a 5,94 +1,64a 4,60 + 2,21a 4,29 +1,79a*
Eri (x10°6 uL'l) 0,66 +0,18a 0,71 +0,22a 0,89 +0,37a 1,21 £ 0,24a
VCM (fL) 271,90 + 176,32a 248,37 £139,73a 107,85+ 38,73a* 187,59 + 106,33a
HCM (g dL™) 95,82 + 27,79bc 75,59 + 22,23ac 51,26 + 10,65a 60,71 + 14,19a
CHCM (gdL™) 35,72 +16,37a* 35,95 + 18,66a 46,70 + 18,03a 36,32 + 18,80a*

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de incluséo; asterisco

(*) indica diferenca significativa (P<0,05) entre os valores antes e ap6s o desafio bacteriano.
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A concentragdo plasmatica de glicose dos tambaquis alimentados com dietas
contendoM. piperita ndo alterou em nenhuma das concentragdes, mesmo apos o desafio
bacteriano. A concentracdo plasmatica de proteina dos tambaquis apenas mostrou
alteracdo ap0s desafio bacteriano, com valores aumentados nos grupos 0 e 1,5% do 6leo
essencial na dieta. Niveis aumentados de albumina nos tambaquis foram verificados nos

grupos alimentados com dietas com 0 e 1,0% do 6leo (Tabela 03).

Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) das concentracBes plasmaticas de glicose, proteinas,
albumina, colesterol e triglicérides de tambaquis alimentados com dietas com diferentes niveis de
inclusdo (0, 0,5, 1,0 e 1,5%) do 6leo essencial de M. piperita, antes e sete dias apds o desafio bacteriano

com A. hydrophila.

Niveis de inclusdo do dleo essencial Mentha piperita

0% 0,5% 1,0% 1,5%
Antes do desafio bacteriano
Glicose (mg dL™) 79,25+22,50a 87,85+24,93a 85,48+20,80a 76,49+18,02a
Proteina (g dL™) 3,07+0,59a 2,81+0,81a 2,68+0,54a 2,50+0,45a
Albumina (g dL™) 0,94+0,23a 0,89+0,17a 0,95+0,17a 1,00+0,23a
Colesterol (mg dL™) 62,85+9,83a 83,78+16,71b 86,64+39,92b 98,93+18,61b
Triglicérides (mg dL™) 272,96+29,93ac  224,76+54,30a 271,49+60,49ac  286,17+45,21bc

Apos desafio bacteriano

Glicose (mg dL™) 79,50+7,21a 76,81+20,55a 74,61+16,74a 81,89+10,92a
Proteina (g dL™) 3,44+0,73b* 3,14+0,42a 3,30£0,25b 3,23+0,36a*
Albumina (g dL™) 1,09+0,10a* 0,98+0,20a 1,48+0,14b* 0,97+0,12a
Colesterol (mg dL™) 137,37£11,80a*  127,58+48,54a  114,65+9,28a 118,18+19,39a
Triglicérides (mg dL'l) 472,57+32,78b*  290,12+32,60a* 306,28+63,60a 422,15+38,47b*

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de incluséo; asterisco

(*) indica diferenca significativa (P<0,05) entre os valores antes e ap6s o desafio bacteriano.
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Os niveis de colesterol plasméatico aumentaram em todos os tambaquis
alimentados com dietas com 0leo essencial (de 0,5 a 1,5% de inclusdo por kg de racéo).
Apos o desafio bacteriano, apenas o grupo controle mostrou aumento significativo. Os
niveis de triglicérides plasmaticos foram menores nos tambaquis ap6s alimenta¢do com
0,5% de 6leo essencial, entretanto ap6s o desafio com Aeromonas, os grupos 0, 0,5 e

1,5% de dleo na dieta apresentaram valores significativamente aumentados.

Discussao

Os niveis de inclusdo de 0,5 a 1,5% do 6leo essencial de M. piperita utilizados
na dieta de tambaquis, do presente estudo, ndo promoveram ganho de peso e
crescimento nas concentragdes usadas. Em contraste aos estudos de Talpur (2014)
relataram ganho de peso corporal emL. calcariferalimentados com 2 a 5 g de folhas M.
piperita por kg de ragéo, inclusive indicando boa taxa de converséo alimentar quanto
maior o nivel dessa planta, pois esta estimula o apetite. Assim, verifica-se que a forma
de uso da planta, seja de suas folhas (Talpur, 2014) ou de seu 6leo essencial (Sharafi et
al., 2010), podem influenciar na aceitacdo pelos peixes e na acdo de seus compostos
bioativos.

O coeficiente de variacdo, que podem ser calculados a partir dos valores de
média e desvio padrdo, do peso final dos tambaquis ap6s alimentagdo com Gleo
essencial de M. piperita, mostrou-se maior (57%), quando alimentados com dietas com
inclusdo de 0,5% do 6leo essencial, com relagdo aos demais grupos; nesses grupos
experimentais foi de 29% para os animais sem 6leo essencial na dieta (controle); de
39% para os animais alimentados com 1,0% de inclusdo de oleo na dieta; e de 40%
quando incluido 1,5% de 06leo na dieta. Isto pode indicar que ndo houve boa aceitagédo

das dietas com inclusdo deste Oleo pelos peixes, principalmente pelos peixes
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alimentados com dietas com apenas 1,5% de M.piperita. Os peixes que podem ter
melhor aceitado a dieta podem ter sido os que foram alimentados com inclusao de 1,0%
do dleo, devido ao CAA ser de 1,66. Entretanto, em termos de desempenho, 0s animais
com melhor CAA foram os ndo alimentados com 6leo essencial.

Os tambaquis que foram alimentados com as dietas contendo Oleo de
M.piperitapor um periodo de 30 dias e desafiados com A. hydrophila ndo apresentaram
nenhuma morte e nenhum sinal aparente de bacteriose. Podendo ser resultado da
imunoestimulacdo devido a dieta com M. piperita, como ja relatado em outros
espécimes(Sharafi et al., 2010; Bairwa et al., 2012; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014;
Mehana et al., 2015) utilizada como imunoestimulantes. De acordo com Amirkhani e
Firouzbaksh (2015) dietas suplementadas com extrato etandlico de Ocimum basilicum
aumentou a resisténcia de Cyprinus carpio contra infeccdo por A. hydrophila, devido a
melhoria no sistema imunoldgico ndo-especifico; assim como ocorreu em L. rohita
alimentado com dietas contendo Magnifera indica e desafiados também com A.
hydrophila (Sahu et al., 2007).

O aumento da concentracdo de hemoglobina nos tambaquis alimentados com
dietas contendo 0,5 e 1,5% de Oleo essencial de Mentha pode estar relacionado ao
aumento do suprimento de oxigénio, 0 que promove bem estar nos animais. Resultados
similares foram observados em L. calcarifer quando alimentados com dietas com
inclusdo de Allium sativum (Talpur e Ikhwanuddin, 2012) e com folhas de Mentha
(Talpur, 2014). Com a infecgdo bacteriana ocorreu diminui¢do da Hb dos tambaquis
alimentados com incluséo de 1,5% do 06leo na dieta (P<0,05), podendo ser resultado do
estresse induzido pelo patdgeno, conforme relatado por Talpur e Ikhwanuddin (2012)
para L. calcarifer. A Hb e 0 CHCM dos tambaquis apds desafio com A. hidrophilla

apresentaram reducdo, consequentemente diminuindo a capacidade de transporte do O,
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pelos peixes (Vijayan et al., 1997). Nos tambaquis pode-se observar a diminui¢cdo do
VCM apds desafio bacteriano nos peixes do grupo alimentado com dietas com 1,0% de
6leo essencial de M. piperita, provavelmente devido a tendéncia ao aumento do nimero
de eritrécitos no sangue quando alimentados com dietas com inclusdo em 1,0% do 6leo
essencial de M. piperita.

A alimentacdo dos tambaquis com dietas contendo M. piperita ndo promoveu
estresse nos animais, indicado pela manutencdo da glicose plasmatica em niveis
semelhantes aos controles, mesmo com a aplicagdo do desafio bacteriano com A.
hydrophila. De acordo com Talpur (2014) a incluséo de M. piperita estimula acdo da
insulina, por isso também ocorreu niveis reduzidos de glicose em L. calcarifer apds
alimentacdo, sendo que ap0s o desafio a reducdo da glicose pode ser atribuida ao jejum
em consequéncia a presenca do patoégeno.

Nos tambaquis dos grupos controle e com inclusdo em 1,5% observou-se
aumento da concentracdo plasmatica de proteina ap6s desafio bacteriano. A alimentacdo
com alho, gengibre e nim (Azadirachta indica) (Talpur e Ikhwanuddin, 2012; 2013 a,b)
aumentaram a concentracdo de proteina plasmatica em L. calcarifer; assim, como
ocorreu em C. carpio alimentados com extrato de M. piperita,(Abasali e Mohamad,
2010); diferentemente do que ocorreu com tambaquis deste estudo, onde os niveis de
proteina mantiveram-se constantes. Dessa forma, a exposi¢cdo dos peixes as situacdes de
estresse pode resultar em uma série de ajustes por mecanismos de homeostase
(Almeida-Val et al., 2006).

Niveis aumentados de albumina no plasma dos tambaquis foram observados
apos desafio bacteriano nos grupos sem 0leo e com 1,0% de inclusdo de 6leo na dieta.
Visto que as proteinas plasmaticas incluem diversos elementos humorais do sistema

imune ndo especifico, este aumento da albumina no nivel de inclusdo de 1,0% pode
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refletir o aumento da resposta imune nao-especifica dos tambaquis. Sahu et al. (2007)
relataram que os niveis de proteinas, como albumina e globulina em juvenis de L. rohita
alimentados M. indica foram maiores que os controles.

Os niveis de colesterol plasméatico aumentaram em todos os tambaquis
alimentados com 0leo essencial de M. piperita. Ap6s o desafio comA. hydrophila
ocorreu aumento apenas no grupo controle. O nivel de triglicérides plasmaticos
diminuiram significativamente nos tambaquis alimentados com dietas com inclusdo de
0,5%. Com o desafio bacteriano, os maiores valores foram nos grupos controle e com as
inclusdes de 0,5 e 1,5% do 6leo de M. piperita. Porem em L. calcarifer alimentacdo
com dietas contendo M. piperita ocorreu reducdo de lipidios totais, triglicérides e
colesterol (Talpur, 2014).

Conclui-se que as alteracbes hematoldgicas e bioquimicas em tambaquis
alimentados com Oleo essencial de M. piperita na dieta indicaram efeitos
imunoestimulantes positivos, com melhora na imunidade ndo-especifica do peixe,
evitando mortalidades ap6s o desafio bacteriano com A. hydrophila, possibilitando a
recomendacdo de seu uso em dietas para peixes em até 1,0% de inclusdo. Além disso,
mais estudos utilizando outros niveis de inclusdo do 6leo essencial de M. piperita na
alimentacdo de tambaqui e com periodos diferenciados de alimentacdo sdo necessarios
para se obter informacdes a respeito dos efeitos fisioldgicos desse imunoestimulante nos

peixes.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que a incluséo do 6leo
essencial de M. piperita na dieta de tambaquis C. macropomumnédo
promoveu maior crescimento dos animais, quando comparado aos animais
que ndo receberam o 0Oleo através da dieta;

A inclusdo de Oleo essencial de M. piperitapromoveu certas alteracdes
hematoldgicas, como aumento da concentracdo de hemoglobina do sangue,
podendo como consequéncia aumentar a capacidade respiratdria dos animais
durante o cultivo;

A inclusdo de Odleo essencial de M. piperitacausouaumento dos niveis
plasmaéticos de colesterol e triglicérides nos animais, indicando alteracdo no
metabolismo hepético, que deve ter aprofundada sua investigacdo em estudos
futuros;

Este Oleo essencial na dieta pode atuar possivelmente como
imunoestimulante, proporcionando resisténcia aos tambaquis quando
submetidos ao desafio experimental com A. hydrophila,pois evitou
mortalidade dos peixes durante o cultivo;

Os tambaquis apresentaram alteracGes bioquimicas quando receberam dieta
com 1,5% do 6leo essencial de M. piperita, assim pode-se recomendar em
até 1,0% de inclusdo em dietas para o cultivo de tambaquis, pelo periodo de
30 dias.



