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RESUMO
Diante da problemática da utilização indiscriminada de quimioterápicos em aquicultura, o presente estudo teve o objetivo determinar a concentração letal (CL50) do óleo essencial de Mentha piperita, um fitoterápico que tem se mostrado um promissor substituto aos químicos contra parasitoses, em tambaqui (Colossoma macropomum). Para tanto, o óleo essencial de M. piperita foi extraído através do processo de hidrodestilação em aparelho do tipo Clevenger e um total de 180 juvenis de tambaquis foram submetidos a 10 concentrações diferentes da substância (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160mg.L-1), além de um tratamento controle basal e um diluído em álcool etílico (meio diluidor do óleo). Durante o período de exposição aos diferentes tratamentos, os peixes tiveram suas mudanças comportamentais relatadas e os parâmetros de qualidade de água devidamente caracterizados. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que juvenis de tambaqui expostos a concentrações a partir de 60 mg.L-1 de óleo de M. piperita apresentam comportamentos de anestesia, e que acima de 100 mg.L-1, expressiva mortalidade. O resultado do teste de toxicidade foi determinado através do método de Trimmed Spearman-Karber e a concentração letal (CL50) do óleo essencial de M. piperita para juvenis de tambaqui foi de 79,54 mg.L-1, com limite inferior de 72,19 e superior de 87,60 mg.L-1.
Palavras-chave: Aquicultura; Fitoterapia; Tambaqui, Toxicidade.
ABSTRACT

The objective of this study was to determine the lethal concentration (LC50) of Mentha piperita essential oil, a phytotherapic that has shown to be a promising substitute for the chemical medicines against parasitosis. The essential oil of M. piperita was extracted by the hydrodistillation process in a Clevenger type apparatus. A total of 160 tambaqui juveniles (Colossoma macropomum) were submitted to 10 different concentrations of the substance (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 and 160mg.L-1), as well a control treatment basal and another diluted in ethyl alcohol (oil thinner). The fishes had their behavioral changes reported and the parameters of water quality properly characterized. The results obtained in this study demonstrated that juveniles of tambaqui exposed to concentrations of 60mg.L-1 of M. piperita oil, present anesthesia behaviors, and that above 100mg.L-1, expressive mortality. The toxicity test result was determined by the Trimmed Spearman-Karber method and the lethal concentration (LC50) of Mentha piperita essential oil for tambaqui juveniles was 79.54 mg.L-1, with a lower limit of 72.19 and higher of 87.60 mg.L-1.
Keywords: Aquaculture; Herbal medicines; Tambaqui; Toxicity.

1- INTRODUÇÃO
O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie mais importante para a piscicultura e economia da Amazônia, devido à facilidade de produção de larvas, rápido crescimento, boa tolerância a elevadas temperaturas ambientais e baixos níveis de oxigênio dissolvido nos viveiros de cultivo (BALDISSEROTTO e GOMES, 2010; ARAÚJO-LIMA e GOMES, 2005). No entanto, apesar de todas as vantagens associadas ao cultivo do tambaqui, com a intensificação na sua produção, observa-se manejo inadequado empregado nas pisciculturas, o que pode contribuir para um estresse crônico e a incidência de doenças parasitárias, favorecendo a perda parcial ou total da produção, gerando grandes prejuízos econômicos aos produtores (TAVARES-DIAS et al., 2013).
Na tentativa de diminuir as enfermidades nas pisciculturas, os produtores utilizam produtos químicos como formalina (VALLADÃO et al., 2016; ANDRADE-PORTO et al., 2017), sulfato de cobre (SAMPAIO et al., 2013), permanganato de potássio (CARNEIRO et al., 2005), organofosforados (GUILOSKI, 2009), diflubenzuron (MABILIA e SOUZA, 2008) e teflubenzuron (IKEFUTI, 2012). Esses produtos, porém, apresentam elevado efeito tóxico aos tecidos dos peixes, principalmente nas brânquias, no tegumento e no fígado e também podem acumular resíduos na musculatura, oferecendo risco potencial ao consumidor (TAVECHIO et al., 2009), além de causarem impacto ambiental irreversível na biota presente no local onde são despejadas.

Diante da problemática de saúde pública e ambiental relacionada à utilização dos químicos em pisciculturas, atualmente, tem sido discutido o uso de fitoterápicos nos sistemas de cultivo para tratamento de enfermidades, devido à procura por novos produtos substitutos aos químicos (VALLADÃO et al., 2016). Os fitoterápicos são produtos obtidos de plantas medicinais, ou seus derivados, que geralmente apresentam ampla atividade antiparasitária (YI et al., 2012; LING et al., 2013), antibacteriana (RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 2010) e/ou antifúngica (CAO et al., 2014).

    Nesse contexto, o óleo essencial (OE) de Mentha piperita, pertencente à família Lamiaceae, se destaca pelas suas ações nos efeitos fisiológicos de interesse médico como: espasmolíticos, carminativos, estomáquicos, anti-helmínticos, antimicrobianos e antiprurido (GOERG e SPILKER, 2003). Adicionalmente, para peixes, tem-se observado a utilização dos produtos extraídos das plantas do gênero Mentha no controle de algumas espécies de ectoparasitos em (MALHEIROS et al., 2016; HASHIMOTO et al., 2016). 

Os testes de toxicidade aguda são experimentos de curta duração que proporcionam rápidas respostas na estimativa dos efeitos tóxicos letais de produtos sobre organismos aquáticos. Seu principal objetivo é determinar as Concentrações Letais Médias (CL50) em tempo reduzido de exposição, que geralmente varia entre 4 a 96 horas. A CL50 é definida e padronizada como a concentração do agente tóxico que causa 50% de mortalidade na população de organismos submetidos ao teste. Logo, testes desta natureza disponibilizam informações básicas para outros estudos mais criteriosos como os testes de toxicidade crônica e avaliação de risco ecotoxicológico. (BERTOLETTI, 1990).

Os fitoterápicos, embora sejam biodegradáveis, precisam ter a sua delimitação de uso imposta, pois, a dose terapêutica utilizada para os organismos-alvo, pode ser letal para os organismos não-alvos, presentes no ambiente (CHAGAS et al., 2015). Sendo assim, este trabalho teve como objetivo determinar a concentração letal do óleo essencial de Mentha piperita para juvenis de tambaqui (C. macropomum), uma vez que o conhecimento sobre a mesma é o fator chave para incentivar sua posterior aplicação como alternativa de tratamento para enfermidades em pisciculturas.
2- MATERIAL E MÉTODOS
A extração do óleo essencial de M. piperita foi realizada no Laboratório de fitoquímica da Embrapa Amazônia Ocidental, através do processo de hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger. Amostras de 500g de material vegetal foram postas em um balão volumétrico de 12.000 mL, acoplado a uma manta aquecedora e adicionou-se água destilada até a imersão total do material. Ao final da extração, o volume do óleo essencial foi medido e seguidamente armazenado em frasco âmbar, sendo então estocado em freezer para posterior análise de sua composição química. 

Para realização do experimento, 180 juvenis de tambaquis C. macropomum com aproximadamente 30g, foram adquiridos de uma piscicultura comercial localizada na cidade de Rio Preto da Eva/AM, e mantidos em tanques com condições controladas de temperatura e oxigenação no Laboratório de Ictiopatologia e Zoologia Comparada da Universidade Nilton Lins. Os tanques foram supridos com aeração constante e substituição parcial de água (10% a cada 2 dias) e os animais receberam ração comercial extrusada para peixes onívoros com 28% de proteína bruta (PB) duas vezes ao dia.

Para o teste de toxicidade aguda, os juvenis de tambaqui pesando 43,90 ± 11,2g, independentes de sexo, foram distribuídos em tanques com capacidade de 70 litros cada. Os peixes, oito por unidade experimental foram mantidos sem alimentação e em sistema estático, com aeração constante e cada tratamento foi constituído por duplicatas em um delineamento experimental inteiramente casualizado que consistia em controle I: contendo somente água do tanque de cultivo; controle II: peixes expostos á concentração de álcool etílico utilizado para diluir os óleos essenciais; e exposição àdiferentes concentrações (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 mg.L-1) do óleo de M. piperita, adicionadas diretamente nos tanques. Todas as concentrações foram diluídas em álcool etílico (1g:10 mL).

  Ao longo do período experimental, todos os parâmetros de qualidade de água foram mensurados através de um pHmetro e um oxímetro medidor, tanto de oxigênio, quanto de temperatura. As alterações comportamentais dos peixes expostos às concentrações do óleo essencial de M. piperita, foram observadas e valor da CL50-4h, foi calculado usando o método de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON, 1977), com limite de 95% de confiança. Este trabalho obteve aprovação do Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo 013/2016
3- RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os parâmetros de qualidade de água, tanto antes quanto durante a realização do experimento, mantiveram-se constantes. A temperatura foi de 25,46 ( 0,9 oC; pH 7,2 ± 0,3; oxigênio dissolvido 4,6 ± 0,8 mg.L-1; amônia 0,04 ± 0,06 mg.L-1; alcalinidade 5,22 ± 1,9 mg CaCO3.L-1  e dureza 2,5 ± 0,6 mg CaCO3.L-1. As temperaturas observadas, no presente estudo, são propícias para o cultivo de tambaquis, pois condições semelhantes foi observada por Resende et al. (1985), cultivando peixes em represas na região Amazônica, nas temperaturas de 25ºC a 31ºC. Por outro lado, a queda na temperatura diminui o rendimento da produção, pois de acordo com Merola e Souza (1988), esta influencia negativamente na fisiologia, crescimento e no ganho de peso de tambaqui. Adicionalmente, Cavero et al. (2003), definiram o pH ótimo de 7,2 para a criação destes peixes, níveis exatos aos que foram encontrados neste experimento. Os mesmos autores recomendam 3,2mg.L-1 de oxigênio dissolvido na água, uma concentraçãoum pouco abaixodo que a relatada neste experimento, porém não menos satisfatória. Portanto, os peixes utilizados neste trabalho, estiveram dentro do padrão ótimo de qualidade de água. 

   Além da ação antiparasiticida em peixes (HASHIMOTO et al., 2016; MALHEIROS et al., 2016), a M. piperita também apresenta ação anestésica como observado por Pádua et al. (2010) e Reis (2015). No presente estudo, os juvenis de tambaqui expostos às concentrações de 5-40 mg.L-1 do óleo essencial de M. piperita, não apresentaram qualquer tipo de alteração comportamental (Tabela 1), não demonstrando, portanto, quaisquer estágios de anestesia ou intoxicação pela substância nessas concentrações. 

Tabela 1: Média de tempo (minutos) de início de mudanças comportamentais apresentadas por juvenis de C. macropomum expostos a diferentes concentrações de óleo essencial de Mentha piperita.
	Concentração (mg/L)
	Natação errática
	Perda de equilíbrio
	Liberação de muco
	Respiração aérea
	Salto
	Letargia
	Morte

	C
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	C+A
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	5
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	10
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	20
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	40
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	60
	16±2,83
	0
	68±2,12
	20±2,82
	0
	21±0,2
	0

	80
	15±1.41
	16±0.70
	35.5±0.70
	21.70±0.70
	0
	0
	0

	100
	13±4.24
	15.5±3.53
	0
	15.5±3.53
	0
	0
	0

	120
	12±1.43
	14.5±0.70
	0
	18±1.41
	0
	0
	44±0

	140
	11±0
	16±7.07
	25.5±0.70
	10.5±0.70
	0
	0
	41±0

	160
	2.5±0.70
	2±0
	2.5±0
	2±0
	1.6±0.70
	2.04±0.24
	40±0


C= Controle; C+A= Controle + álcool etílico.
            A anestesia é acarretada pelo fato de a farmacocinética do mentol (agente majoritário de M. piperita) possuir ação sobre o ácido gama-aminobutírico tipo A (GABAA), que é o principal neurotransmissor inibitório do Sistema Nervoso Central (SNC) (ZHANG et al., 2008; WATT et al., 2008). A estimulação do GABAA por fármacos agonistas, também denominados fármacos gabaérgicos, determina o aumento da condutância do íon cloro da superfície para o interior da célula alvo, com isso, ocorre a hiper-polarização da membrana, causando depressão do SNC e consequente anestesia (DUARTE, 1994; GUÉNETTE et al., 2007). Em estudo, Souza et al. (2012) relataram que juvenis de robalo peva (Centropomus parallelus) expostos à baixas diluições de Mentol (50mg.L-1), entraram em estado de anestesia profunda em menos de cinco minutos de tratamento, assim como Hashimoto et al. (2016), que encontraram resultados similares para tilápia (O. niloticus) expostas à 40 mg.L-1 do óleo essencial de M. piperita. Resultados estes que não corroboram o presente estudo, pois, nas mesmas concentrações, os peixes não demonstraram reações, evidenciando assim, que o tambaqui possui maior tolerância a esta substância quando comparada às espécies supracitadas.
No presente estudo, os tambaquis que foram expostos a concentrações de 60-100 mg.L-1 do OE de M. piperita, apresentaram comportamentos característicos de anestesia, como natação errática, perda de equilíbrio e letargia em aproximadamente 15minutos de exposição (Tabela 1). Entretanto, nas concentrações acima de 100 mg.L-1, os tambaquis apresentaram mortalidades significativas com aproximadamente 40 minutos de exposição (Tabela 2). Tais resultados, corroboram o trabalho de Malheiros et al. (2016) que relataram que juvenis de pirarucu (Arapaima gigas) expostos a concentrações do OE de M. piperita acima de 80 (100, 130 e 160 mg.L-1), apresentaram severas alterações patológicas nas brânquias como, elevações epiteliais, fusão das lamelas secundárias, hipertrofia, aneurisma, que possivelmente ocasionaram sua mortalidade.

Por sua vez, Sanchez et al. (2014), relatam que a concentração de 150 mg.L-1 de mentol para banhos de imersão em pacu (Piaractus mesopotamicus), é a mais indicada para a indução à anestesia. Porém, a mesma concentração do OE de M. piperita provocou mortalidade expressiva nos tambaquis utilizados no presente estudo, o que corrobora o relato de Soares et al. (2016), que afirmam que as concentrações de 100 mg.L-1 do OE de Lippia alba para tambaquis, provocam severas injúrias nas brânquias e hemorragia nestes animais, e confirma a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a ação dos componentes de óleos essenciais em peixes
Tabela 2: Mortalidade de juvenis de tambaqui Colossoma macropomum expostos a diferentes concentrações do óleo essencial de Mentha piperita.
	Concentrações

(mg/L)
	N° de peixes mortos ao fim do teste

     Repetição 1            Repetição 2
	Mortalidade

(%)

	C
	0
	0
	0

	C+A
	0
	0
	0

	5
	0
	0
	0

	10
	0
	0
	0

	20
	0
	0
	0

	40
	0
	0
	0

	60
	0
	2
	13

	80
	6
	5
	69

	100
	5
	3
	50

	120
	8
	8
	100

	140
	8
	8
	100

	160
	8
	8
	100


C= Controle; C+A= Controle + álcool etílico.
   De acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), a concentração segura para a utilização do OE de M. piperita para juvenis de tambaqui definida neste estudo, foi de 79,54 mg.L-1, com limite inferior de 72,19 e superior de 87,60 mg.L-1. Similarmente, Santos et al. (2010) definiram que, após 10 minutos de exposição ao óleo de cravo, a CL50 estimada para O. niloticus foi de 71,68 mg.L-1, porém, a substância usada pelo autor tem o eugenol como princípio ativo, diferentemente do presente estudo. Hashimoto et al. (2016), ao testarem o OE de M. piperita para tilápia, definiram doses terapêuticas de 40 mg.L-1 dessa substância, pois doses maiores que estas causaram alterações fisiológicas aos peixes. A mesma dose, em juvenis de tambaqui, não acarreta quaisquer reações, sugerindo, portanto, maior resistência desta espécie amazônica a este fitoterápico, quando comparada àoutras espécies de peixes.
4- CONCLUSÃO
De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que tambaquis expostos ao óleo essencial de M. piperita apresentam alterações comportamentais a partir da concentração de 60 mg.L-1. Além disso, a dose ideal para sua aplicação através de banhos terapêuticos em tambaquis é de até 79,54 mg.L-1, podendo variar entre 72,19 e 87,60 mg.L-1.
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