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RESUMO  

VALDERRAMA, Roger Iván, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2023. 

Histomorfometria intestinal e hepática de juvenis de tilápia-do-Nilo (Oreochromis 

niloticus) alimentados com dietas suplementadas com óleo essencial de hortelã-pimenta 

(Mentha piperita). Orientador: Ana Lúcia Salaro. Coorientadores: Sirlene Souza Rodrigues, 

Daniel Vasconcelos, Jener Alexandre Sampaio Zuanon e Miguel Ángel Landines Parra. 

Com a crescente demanda por aquicultura sustentável, a inovação nutricional por meio de 

aditivos eficazes para rações é essencial. Esta dissertação explora o potencial do óleo essencial 

de hortelã-pimenta (OEHP) como um novo suplemento para melhorar o crescimento e a saúde 

dos peixes. Primeiro, aborda uma revisão abrangente da literatura, sintetizando o conhecimento 

atual sobre os efeitos biológicos e os mecanismos do OEHP em peixes. O OEHP pode estimular 

a digestão/absorção de nutrientes, proporcionar atividade antimicrobiana, antioxidante e 

imunoestimulante e atuar como anestésico. Na segunda parte, a pesquisa original relata do 

trabalho realizado com inclusão na dieta de OEHP em juvenis da tilápia-do-Nilo por meio de 

análises histológicas intestinais e hepáticas. Os níveis ideais de suplementação com OEHP 

(0,4-0,8 g/kg de ração) melhoraram a morfologia intestinal e a capacidade de armazenamento 

de nutrientes dos hepatócitos. No entanto, doses mais altas diminuíram o armazenamento de 

glicogênio, indicando uma possível interrupção do metabolismo energético. Em conjunto, esta 

dissertação fornece uma base sobre o OEHP na aquicultura. A revisão da literatura destaca os 

benefícios multifuncionais do OEHP. Os resultados histológicos geram novas percepções sobre 

os efeitos biológicos e os limites de segurança do OEHP na tilápia. Na segunda parte, esta 

dissertação explora o potencial do óleo essencial de hortelã-pimenta (OEHP) como suplemento 

alimentar para tilápias, por meio de dietas com inclusão de 0 a 1,0 g de OEHP/kg para juvenis 

de tilápia-do-Nilo durante 56 dias. Amostras do intestino e fígado foram analisadas por 

histomorfometria intestinal (vilosidades, musculatura, células caliciformes produtoras de 

mucina) e hepática (glicogênio, lipídios e citosol nos hepatócitos). Os dados foram submetidos 

à análise de variância, comparações múltiplas e regressão polinomial para avaliar os efeitos 

linear e quadrático. Houve efeito quadrático na altura de vilosidades intestinais (máximo em 

0,59 g OEHP/kg) e linear positivo em células produtoras de mucina ácida. No fígado, 0,8 g 

OEHP/kg diminuiu o armazenamento de glicogênio. Conclui-se que 0,4-0,8 g OEHP/kg 

melhora a funcionalidade intestinal de juvenis de tilápia-do-Nilo, porém doses acima de 0,8 

g/kg prejudicam o metabolismo energético hepático. 
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Palavras-chave: mentol; vilosidades intestinais; absorção de nutrientes; glicogênio;  mucinas 

intestinais; nutrição; peixes. 

ABSTRACT 

VALDERRAMA, Roger Iván, M.Sc., Federal University of Viçosa, july, 2023. Intestinal and 

hepatic histomorphometry of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) juveniles fed diets 

supplemented with peppermint essential oil (Mentha piperita). Advisor: Ana Lúcia Salaro. 

Co-advisors: Sirlene Souza Rodrigues, Daniel Vasconcelos, Jener Alexandre Sampaio Zuanon 

e Miguel Ángel Landines Parra.  

With the increasing demand for sustainable aquaculture, nutritional innovation through 

effective additives for feeds is essential. This dissertation explores the potential of peppermint 

essential oil (OEHP) as a novel supplement to enhance the growth and health of fish. Firstly, it 

addresses a comprehensive literature review, synthesizing current knowledge on the biological 

effects and mechanisms of OEHP in fish. OEHP can stimulate nutrient digestion/absorption, 

provide antimicrobial, antioxidant, and immunostimulant activity, and act as an anesthetic. In 

the second part, the original research reports on the work conducted with the inclusion of OEHP 

in the diet of Nile tilapia juveniles through intestinal and hepatic histological analyses. Optimal 

levels of OEHP supplementation (0.4-0.8 g/kg of feed) improved intestinal morphology and 

the nutrient storage capacity of hepatocytes. However, higher doses decreased glycogen 

storage, indicating a potential disruption of energy metabolism. Together, this dissertation 

provides a foundation on OEHP in aquaculture. The literature review highlights the 

multifunctional benefits of OEHP. The histological results offer new insights into the biological 

effects and safety limits of OEHP in tilapia. In the second part, this dissertation explores the 

potential of peppermint essential oil (OEHP) as a dietary supplement for tilapia. Diets were 

formulated with inclusion of 0 to 1.0 g of OEHP/kg for Nile tilapia juveniles over 56 days. 

Intestinal and liver samples were analyzed for intestinal histomorphometry (villi, muscle, 

mucin-producing goblet cells) and hepatic (glycogen, lipids, and cytosol in hepatocytes). Data 

were subjected to analysis of variance, multiple comparisons, and polynomial regression to 

assess linear and quadratic effects. There was a quadratic effect on the height of intestinal villi 

(maximum at 0.59 g OEHP/kg) and a positive linear effect on acid-producing mucin cells. In 

the liver, 0.8 g OEHP/kg reduced glycogen storage. It is concluded that 0.4-0.8 g OEHP/kg 

improves the intestinal functionality of Nile tilapia juveniles, but doses above 0.8 g/kg impair 

hepatic energy metabolism. 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

Oreochromis niloticus, conhecida como tilápia-do-Nilo, é o terceiro peixe de água doce 

mais produzido no mundo (4.896,6 milhares de toneladas em peso vivo), somente superado 

pela carpa-capim (Ctenopharyngodon idellus) e a carpa-prateada (Hypophthalmichthys 

molitrix) (FAO, 2022). No Brasil, a tilápia-do-Nilo é a espécie mais produzida, atingindo a 

marca de 550.060 toneladas em 2022, o que representa 63,93% de todo peixe produzido no 

período do ano passado (PEDRINI et al., 2023). Portanto, é um peixe que além de estar 

fornecendo segurança alimentar, movimenta uma cadeia de valor importante na economia, 

fazendo parte da cultura local por ter carne altamente aceita e apreciada (MILANEZ et al., 

2019). 

A tilápia-do-Nilo é conhecida por se adaptar a diversas condições ambientais, sendo 

principalmente cultivada em água doce, mas com relatos de produção a diferentes salinidades, 

versatilidade que faz com que possa se desenvolver em muitos lugares ao redor do mundo 

(LEONARD; SKOV, 2022; UEHARA et al., 2022). A tilápia-do-Nilo apresenta taxa rápida de 

crescimento, atingindo os tamanhos de comercialização rapidamente, gerando lucro e retorno 

do investimento em tempos menores do que comparado com Cyprinus carpio, Labeo rohita, 

Sarotherodon melanotheron, Astyanax lacustris, entre outros peixes (OBIRIKORANG et al., 

2019; ZUH; ABOBI; CAMPION, 2019; IFEDAYO; ADEWALE; THOMAS, 2020; SHABAN 

ET AL, 2022; HAZARIKA et al., 2023; MA et al., 2023; MARTINS et al., 2023). 

 O hábito alimentar onívoro da tilápia-do-Nilo permite que ela se adapte facilmente à 

utilização de alimentos artificiais, dispensando a necessidade de treinamento. Isso torna viável 

a suplementação com proteínas de origem vegetal, que geralmente são mais econômicas em 

comparação às proteínas de origem animal (TROSVIK et al., 2013). Além disso, a tilápia-do-

Nilo possui a capacidade de se reproduzir em cativeiro, reduzindo os custos de produção, uma 

vez que não é necessário o uso de hormônios para induzir a reprodução dos peixes, fazendo 

com que seja possível evitar a constante captura de peixes do meio natural (GICHURU; 

MANYALA; RABURU, 2019; A. KHALLAF et al., 2020)  

Por outro lado, na busca por aumentar a quantidade de carne de peixe produzida, os 

pesquisadores têm optado por desenvolver técnicas que aumentassem a eficiência alimentar da 

tilápia-do-Nilo. Estas técnicas incluem a incorporação de aditivos nas dietas, a formulação de 

dietas específicas, o uso de ingredientes alternativos, bem como a melhoria na adaptação às 
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tecnologias de cultivo avançadas, tais como sistema de biofloc, RAS (Recirculating 

Aquaculture Systems) e aquaponia (ABIZAKA; MAHASRI; NINDARWI, 2021; 

ZAMINHAN-HASSEMER et al., 2022; DURIGON et al., 2023; MAHER et al., 2023; 

WANGKAHART et al., 2023), lembrando que tem sido demostrado que o uso de aditivos pode 

gerar efeitos positivos na saúde dos peixes e potencializar seus parâmetros de desempenho 

(COSTA et al., 2020; CARNEIRO et al., 2021). 

Entre as ferramentas utilizadas para aumentar a produtividade da produção da tilápia, 

os aditivos são compostos adicionados nas dietas, com a finalidade de melhorar o valor 

nutricional do produto final ou gerar benefícios na saúde e/ou desempenho do animal (ORSO 

et al., 2022; SANAA; MUSTAFA; AL-FARAGI, 2022; HOSEINIFAR et al., 2023). Nesse 

sentido, os óleos essenciais (OE) são uma categoria de aditivos, os quais são concentrados 

alcoólicos produzidos por hidrodestilação e destilação a vapor, a partir de plantas aromáticas 

(FERRENTINO et al., 2020; GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021) Os OE 

são substâncias concentradas que possuem o odor característico das plantas das quais foram 

extraídas, e que abrangem uma mistura de compostos biologicamente ativos com propriedades 

benéficas para os animais, tais como o aumento da digestibilidade do alimento, estimulação do 

apetite, diminuição da susceptibilidade a bactérias patogénicas, entre outras (ROOMIANI et 

al., 2019; HAM et al., 2020; FAHEEM et al., 2022). Adicionalmente, os OE são uma 

alternativa interessante no estudo da substituição dos antibióticos e pesticidas, compostos que 

se tornaram poluentes constantes da água e geraram aumento da resistência a antimicrobianos 

(M. DOMINGUES; SANTOS, 2019).   

A hortelã-pimenta (Mentha piperita) é uma planta amplamente estudada, e seu óleo 

essencial (OEHP) tem diversos compostos bioativos na composição, que podem ao melhor 

funcionamento do sistema digestivo dos peixes (GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; 

BANCHIO, 2021; MALEKMOHAMMAD et al., 2021; SOUZA et al., 2022). Os efeitos da 

suplementação com OEHP podem ser benéficos para o intestino através dos mecanismos de 

aumento da motilidade intestinal (DOMINGUES et al., 2022; LEI et al., 2022), aumento da 

produção de enzimas digestivas (ROZZA et al., 2021; MAGOUZ et al., 2022) e um efeito 

antiespasmódico que ajuda a relaxar a musculatura intestinal para melhor digestão e absorção 

de nutrientes (AMATO; SERIO; MULÈ, 2014; WANG et al., 2016; CHUMPITAZI; 

KEARNS; SHULMAN, 2018). Além disso, é importante mencionar que têm sido relatados 

efeitos antioxidantes, antibacterianos, anestésicos, entre outros a partir da suplementação com 
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OEHP (BRANDÃO et al., 2021; COSTA et al., 2020; DAWOOD et al., 2020; HOSEINI et al., 

2020; HOU et al., 2022a).  

Além disso, é importante o principal componente do OEHP, o mentol, pode exercer um 

efeito protetor no fígado da tilápia-do-Nilo, uma característica que já foi observada em outras 

espécies. Isso se deve à sua capacidade antioxidante, propriedades anti-inflamatórias, 

influência na modulação das enzimas hepáticas e melhoria da circulação sanguínea (SINGH; 

SHUSHNI; BELKHEIR, 2015; HOU et al., 2022a; MAGOUZ et al., 2022).  Portanto, é crucial 

compreender a relação entre a incorporação do OEHP e a melhoria dos parâmetros histológicos 

da tilápia-do-Nilo, além de determinar se essa inclusão apresenta efeitos benéficos ou 

prejudiciais para a espécie. Este estudo busca se aproximar da definição das dosagens ideais 

para O. niloticus (CHAGAS et al., 2020; DOS ANJOS; ISAAC, 2020; PADALA et al., 2021), 

uma vez que as características da dieta podem ter um impacto significativo nos parâmetros de 

desempenho dos peixes, e o custo do alimento balanceado é a maior despesa na produção 

(GULE; GEREMEW, 2022). 

Em vista que no intestino, os enterócitos são o local de maior absorção dos nutrientes, 

e que ele muda sua conformação celular diante mudanças na dieta e nas condições fisiológicas, 

é de suma importância realizar uma análise histológica detalhada quando se visa fazer um 

estudo nutricional. Essa análise envolve a observação ao microscópio de uma porção 

transversal do tecido, utilizando colorações específicas que permitem a diferenciação dos 

compostos presentes dentro e fora das estruturas microscópicas deste órgão. Este exame 

histológico visa entender, de forma mais específica, as alterações na morfologia e nas 

características celulares do intestino em resposta às mudanças na dieta e nas condições 

fisiológicas (OBIRIKORANG et al., 2019; PICOLI et al., 2019; CAVALCANTE et al., 2020).  

Acredita-se que os efeitos dos aditivos alimentares na tilápia-do-Nilo ocorram devido 

ao aumento da área de superfície de absorção intestinal, o que pode resultar em um desempenho 

superior devido à otimização da utilização de nutrientes (VALLADÃO et al., 2017; MAGOUZ 

et al., 2022). Por outra parte, considera-se que um estudo complementar válido é a avaliação 

histológica do fígado, o principal órgão do metabolismo do peixe, com o objetivo de quantificar 

se a inclusão deste aditivo pode gerar dano hepático ou se pelo contrário, graças ao efeito 

antioxidante e antibacteriano descrito na literatura, podem ser encontrados benefícios na 

histologia do fígado da tilápia-do-Nilo (AHMED; MOSTAFA; EL-SANHOURY, 2016; 

ZHAO et al., 2022). Portanto, o alvo desse trabalho de pesquisa foi avaliar o efeito da 
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suplementação com OEHP na histomorfometria  intestinal e hepática da tilápia-do-Nilo 

(Oreochromis niloticus). 

 

CAPÍTULO 1: Revisão de Literatura 

1.1  Óleos essenciais 

Os óleos essenciais (OE) são compostos naturais extraídos de plantas aromáticas, tais 

como manjericão, tomilho, hortelã-pimenta, alecrim, lavanda, citronela, verbena, cânfora, entre 

outras (AYDIN; BARBAS, 2020). Nas plantas, esses óleos são sintetizados nas flores, folhas, 

frutos e raízes, e são armazenados em células especializadas tais como ductos resinosos, 

glândulas ou tricomas (CARVALHO NETA et al., 2021). Os OE são voláteis, de estrutura 

molecular complexa e líquidos à temperatura ambiente, com a característica de serem solúveis 

em compostos lipídicos, álcool, solventes orgânicos e outras substâncias hidrofóbicas, além de 

possuir fragrância forte (M. DOMINGUES; SANTOS, 2019; AYDIN; BARBAS, 2020).  

Do ponto de vista químico, as moléculas funcionais presentes nos OE são classificadas 

predominantemente como compostos pertencentes à família dos terpenos. Vale ressaltar que 

quando apresentam átomos de oxigênio na sua estrutura, esses compostos constituem o grupo 

mais extenso de substâncias naturais, contando com mais de 30.000 estruturas diversas. É 

interessante notar que todos esses compostos são derivados do composto isopreno 

(BREITMAIER, 2006; ORSO et al., 2022). Os OE são hidrocarbonetos e seus derivados 

oxigenados (álcoois, aldeídos, éteres e cetonas), no entanto, podem apresentar elementos tais 

como nitrogênio e enxofre, mas sempre cumprindo a característica de ter um baixo peso 

molecular (SANTOS et al., 2022; SILVA, 2022).  

Os OE podem ter quimiotipos diferentes, toda vez que estes compostos são extraídos 

de plantas que modificam sua composição química por motivos de adaptação a uma condição 

ambiental específica, sem modificar significativamente seu fenótipo. Alguns exemplos 

conhecidos de quimiotipos diferentes nos OE são: eugenol, cinamaldeído, timol, carvacrol, 

linalool, linalil acetato, citronelal, piperitona, mentol e geraniol, entre outros (SILVA et al., 

2019a; LLINARES PALACIOS et al., 2021; ORSO et al., 2022).  

Além disso, é importante mencionar que os benefícios fisiológicos dos OE têm gerado 

interesse e aplicações na saúde animal y humana, na agricultura e nas indústrias cosmética e 
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alimentar (AHMADIFAR et al., 2021; GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021; 

HARO-GONZÁLEZ et al., 2021; MARQUES, 2021; SOUZA, 2021). Mais especificamente, 

os efeitos benéficos dos OE dividem-se em digestivos, antioxidantes, antibacterianos, 

analgésicos, anti-inflamatórios, fungicidas, imunomoduladores, entre outros (RONCATI, 

2019; AYDIN; BARBAS, 2020; SHOURBELA et al., 2021; SOARES; ALEGRE, 2022). Por 

outra parte, é importante ter em mente que embora os OE tenham diversas funções biológicas, 

são considerados metabólitos secundários, uma vez que aparentemente a planta não precisa 

deles para seu desenvolvimento e sobrevivência (COSTA et al., 2020; ORSO et al., 2022).  

Diversos estudos têm sido realizados em peixes para determinar o efeito da utilização 

dos OE na saúde e desempenho dos peixes e o estudo da sua inclusão em dietas tem mostrado 

benefícios importantes para o desempenho, uma vez que o ganho de peso, a taxa de conversão 

alimentar e a taxa específica de crescimento têm sido melhoradas em peixes de água doce e 

salgada em diferentes fases, sob alimentação com dietas que apresentam óleos essenciais 

(GARCÍA BELTRÁN et al., 2020; GHAFARIFARSANI et al., 2022; MAGOUZ et al., 2022). 

Em um estudo de Zhang e colaboradores (2020), foi relatado o aumento na atividade das 

enzimas digestivas, e a melhora da capacidade antioxidante com estímulo nos efeitos 

imunomoduladores, além de maior resistência a doenças em juvenis de carpa-koi (Cyprinus 

carpio var. koi).  

Por outro lado, a inclusão de 200 mg/kg de óleo essencial de Satureja hortensis 

melhorou o desempenho de Rutilus caspicus, além da atividade enzimática, capacidade 

antioxidante medida por biomarcadores, resposta imune e resistência ao estresse por mudanças 

na salinidade da água (GHAFARIFARSANI et al., 2022). Em relação a essas funções, foi feito 

um ensaio com OE de orégano em Spartus aurata, no qual foi observado que a inclusão de 0,5-

1 % melhora a imunidade humoral e celular, por conta do aumento da IgM, melhora a atividade 

bactericida no muco da pele e melhora a atividade das proteases séricas, além de apresentar 

incremento significativo da habilidade fagocítica dos leucócitos do rim anterior (GARCÍA 

BELTRÁN et al., 2020). Por outro lado, em um trabalho realizado com terpinen-4-ol, carvacrol 

e timol, em Jundiá (Rhamdia quelen) desafiados com Aeromonas hydrophila, foi observado 

aumento significativo da taxa de sobrevivência dos peixes desafiados, mostrando os efeitos 

benéficos desses compostos no aumento da imunidade (DA CUNHA et al., 2019).  

Em estudos feitos com truta-arco íris (Oncorhynchus mykiss) foi relatado efeito 

anestésico profundo na concentração de 200 mg/l e sedação em 50 mg/l, mostrando a 
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viabilidade da utilização do óleo essencial de Coriandrum sativum sem achados patológicos 

nos peixes tratados com o coentro (YIGIT; KOCAAYAN, 2023). Em um estudo realizado por 

Abdel-Latif  e colaboradores (2020) foi determinado que a inclusão na dieta de 15g/kg de óleo 

essencial de orégano OEO, gera efeito hepatoprotetor sem sinais de inflamação e 

adicionalmente melhora significativa no crescimento de alevinos da carpa-comum (Cyprinus 

carpio) por efeito da modulação da secreção de enzimas hepáticas e da capacidade antioxidante 

do peixe. Com os estudos mencionados é possível ter uma noção das principais funções 

biológicas observadas na pesquisa no estudo dos OE e seus efeitos amplamente descritos. 

1.2  OEHP e seu uso na alimentação dos peixes 

A hortelã-pimenta (HP) é uma planta amplamente reconhecida da família Lamiaceae, 

conhecida e consumida em todo o mundo devido às suas propriedades e aplicações biológicas 

(MAHENDRAN; RAHMAN, 2020; ZHU, 2020). A HP está caracterizada por conter 

aproximadamente 0,1-1% do seu peso em óleo essencial, composto que tem mais de 30 

substâncias bioativas (VERMA et al., 2011; FEJÉR et al., 2018). Essas substâncias bioativas 

têm sido objeto de estudos devido às suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, 

antiespasmódicas, anti-helmínticas e terapêuticas (YILMAZTEKIN et al., 2019; EFTEKHARI 

et al., 2021; GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021; PELVAN et al., 2022). É 

importante considerar, que a composição do OEHP pode variar conforme a localização, fase 

fenológica e tempo de colheita da planta, destacando-se, no caso do Brasil, o mentol (27,5%) 

e o mentofurano (22,5%) como componentes predominantes (DE OLIVEIRA HASHIMOTO 

et al., 2016).   

 O OEHP está constituído principalmente por mentol, um composto com função 

antioxidante e antibacteriana que em doses excessivas pode gerar danos nas membranas 

celulares eucarióticas por efeito da modulação da apoptose e a diferenciação celular, 

interferindo na tradução de proteínas e nas enzimas hepáticas, por meio de uma mudança na 

incorporação de íons, especialmente de hidrogênio, potássio e cálcio (KAMATOU et al., 2013; 

FERREIRA et al., 2019; DAWOOD et al., 2020; ALHO DA COSTA et al., 2022; MAGOUZ 

et al., 2022).  

A seguir serão abrangidos os principais efeitos de OEHP nos peixes, já relatados na literatura: 
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1.2.1. Efeitos no desempenho: 

 O principal efeito benéfico da suplementação com OEHP nos peixes é no sistema 

gastrointestinal pela promoção da motilidade intestinal e a regulação da secreção de enzimas 

digestivas, resultando em um incremento significativo na absorção de nutrientes provenientes 

da dieta. Esse processo culmina em um aumento dos níveis de aminoácidos disponíveis na 

corrente sanguínea, prontos para serem utilizados na construção dos tecidos corporais e, por 

conseguinte, resulta em um aumento na taxa de ganho diário de peso, na redução do tempo 

necessário para atingir o peso de abate e na melhoria da eficiência na conversão alimentar 

(VALLADÃO et al., 2017; ABDEL-LATIF et al., 2020; LEI et al., 2022).  

 Um trabalho realizado na Índia mostra como a suplementação ao 2% com OEHP na 

dieta gerou aumento significativo no ganho de peso, na taxa de crescimento e na taxa de 

sobrevivência em Labeo rohita, diminuindo a taxa de conversão alimentar (PADALA et al., 

2021). Outro estudo, realizado em Catla catla, faz evidenciar um aumento significativo nos 

parâmetros de crescimento e um aumento na proteção do DNA  após a suplementação com o 

OEHP em combinação com o probiótico Bacillus coagulans, mesmo diante de desafios com 

A. hydrophila (SALUJA; BHATNAGAR, 2023). No estudo de (DAWOOD et al., 2020) e 

colaboradores (2020b) também foi possível evidenciar aumento dos parâmetros de 

desempenho e da eficiência alimentar na tilápia-do-Nilo, alimentada com OEHP, por efeito de 

uma digestão e absorção aprimorada a causa da presencia do OE no intestino do peixe. 

1.2.2. Efeitos antibacterianos: 

 Mimica-Dukić e colaboradores (2003) demostraram que o óleo essencial de M. piperita 

tem efetividade na ação antibacteriana, especialmente contra cepas resistentes de Escherichia 

coli, Shigella sonei e Micrococcus flavus. Os mecanismos da ação antibacteriana do óleo 

essencial de M. piperita têm sido determinados experimentalmente, como por exemplo a 

diminuição na produção de enterotoxina estafilocócica B (TASSOU; KOUTSOUMANIS; 

NYCHAS, 2000; SOLÓRZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012). Em um trabalho 

de (CHAGAS et al., 2020)e colaboradores (2020), foram avaliados 20 isolados de Aeromonas 

spp. (uma bactéria de importância na aquicultura) e foi possível evidenciar que o óleo essencial 

de M.  piperita tem efeito inibitório contra 12 deles a concentrações mínimas bactericidas que 

estão na faixa dos 1.250 e 16.666,7 μg/ mL.  
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Outro exemplo relacionado é o composto carvacrol, encontrado na planta Origanum 

vulgare, que apresenta propriedades antibacterianas. Este composto é capaz de induzir um 

colapso na força próton-motriz das bactérias, esgotando suas reservas de ATP disponíveis, o 

que, por sua vez, leva à apoptose celular. Além disso, o carvacrol inibe a síntese da proteína 

flagelina, que desempenha um papel importante na locomoção das bactérias flageladas (REIS 

et al., 2020; HOU et al., 2022b; ZHANG et al., 2022). No estudo conduzido por (HOU et al., 

2022b)e colaboradores (2022), foram descritos os mecanismos pelos quais o óleo essencial 

obtido a partir da planta M. piperita tem eficácia na inibição do crescimento de bactérias como 

Salmonella typhimurium e Vibrio parahaemolyticus. Essa ação se deve principalmente ao 

aumento da permeabilidade da membrana celular, que resulta na saída de íons de potássio e 

alguns nucleotídeos, levando à geração de pressão osmótica significativamente elevada e, 

consequentemente, à morte celular.  

Por outro lado, em um estudo feito com o composto cinamaldeído, um tipo de 

fenilpropanóide presente no OEHP, foi possível demonstrar o efeito de inibição que tem esta 

molécula na síntese da proteína FtsZ, que desempenha um papel crucial no processo de divisão 

celular, sendo o mecanismo de ação que permite o controle eficaz das populações bacterianas. 

(SILVA-SANTOS et al., 2023). Adicionalmente, o cinamaldeído também demonstrou a 

capacidade de reduzir os fatores de virulência de alguns organismos, em particular as acil-

homoserina lactonas e os autoindutores-2, que são compostos responsáveis pela modulação 

direta do Quorum sensing dos microrganismos (DOMADIA et al., 2007; BRACKMAN et al., 

2008; BARBOSA, 2019; YANG et al., 2022).  

Os mecanismos subjacentes à ação antibacteriana do OEHP tem sido determinados em 

diversos estudos, incluindo a inibição da atividade de proteases extracelulares, a supressão da 

expressão de lipopolissacarídeos e a redução da produção de listeriolisina O  (SILVA et al., 

2019b; NWABOR et al., 2021; PELVAN et al., 2022). No geral, a maioria dos OE que 

demonstram efeitos antibacterianos, agem promovendo o aumento da permeabilidade da 

membrana celular das bactérias, facilitando a saída de moléculas cruciais para os 

microrganismos e permitindo a entrada de água na célula, o que pode causar danos (HOU et 

al., 2022b). Em estudos relacionados, tem sido comprovada a ação antimicrobiana do OEHP 

em concentrações mínimas inibitórias relativamente baixas contra Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae (gram negativas) e Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes (gram 

positivas) (TARIQ et al., 2019). Além disso, observou-se que o OEHP exerce ação 
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antimicrobiana ao inibir a formação de biofilmes em Candida albicans e Pseudomonas 

aeruginosa, apontando para a possibilidade de usar o OEHP como sinergista nos tratamentos 

de peixes (SANDASI et al., 2011). 

1.2.3. Efeitos antioxidantes: 

 O OEHP exibe ação antioxidante através de compostos como o mentol, fenóis e 

flavonoides. Esses componentes têm a capacidade de proteger os tecidos contra o estresse 

oxidativo, atuando no sequestro de radicais livres, estimulando a regeneração de outros 

compostos antioxidantes e quelando metais que podem desencadear a formação de radicais 

livres. Essa variedade de ações antioxidantes torna o OEHP um recurso valioso na proteção 

celular contra danos causados por espécies reativas de oxigênio (MCKAY; BLUMBERG, 

2006; JURIĆ et al., 2021). Entre as variedades de OE das plantas do gênero Mentha spp. tem 

sido evidenciado que a espécie M. piperita possui o OE com a maior atividade biológica de 

sequestro de radicais livres, avaliada por meio da medição da atividade sequestrante sobre os 

radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil e OH (MIMICA-DUKIĆ et al., 2003). (DE SOUSA 

BARROS et al., 2015) e colaboradores (2015) sugerem que a capacidade antioxidante pode-se 

apresentar pelo alto conteúdo de monoterpenos altamente oxigenados, concordando com as 

descobertas do trabalho de (RASOOLI et al., 2008)e colaboradores (2008) que detectaram 

efeito de redução de radicais livres após adição de OEHP. Este OE também tem a capacidade 

de inibir a peroxidação lipídica na gordura dos peixes (GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; 

BANCHIO, 2021), o que ajuda a proteção das membranas celulares e a conservação da função 

de órgãos importantes.  

1.2.4. Efeitos imunoestimulantes: 

 Os ingredientes alternativos nas dietas que podem modular o sistema imunológico 

despertam interesse devido ao seu potencial efeito na melhoria do desempenho do animal. 

Como evidenciado na literatura, a inclusão adequada do OEHP leva à ativação do sistema 

complemento (VALLADÃO et al., 2017). A hortelã-pimenta é conhecida como uma planta 

medicinal por seus efeitos de melhora no bem-estar geral dos indivíduos, avaliados por meio 

da suplementação do óleo essencial desta planta, com resultados significativamente positivos 

em termos de aumento no hematócrito, leucócitos e da hemoglobina em níveis de 2g/kg, além 

de ter sido que quando avaliados em outras espécies, no geral causam melhoria dos parâmetros 

sanguíneos, melhorando a resistência a doenças (RIBEIRO et al., 2018; PADALA et al., 2021; 
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PELVAN et al., 2022). Em um estudo que avaliou a adição do óleo essencial de Mentha 

longifolia à dieta da truta-arco-íris (Oncorhynchus mykiss), evidenciou-se melhoria nos 

parâmetros hemato-bioquímicos e uma notável ativação do sistema imunológico do peixe em 

resposta ao desafio com a bactéria Yersinia ruckeri. Isso aconteceu por um aumento 

significativo no número de glóbulos brancos, responsáveis pela digestão de resíduos celulares 

e pelo estímulo aos linfócitos para combater patógenos, além de uma evidente modulação na 

produção de enzimas, incluindo a lisozima, que desempenha um papel crucial na eliminação 

de patógenos. Esses resultados sugerem a eficiência da inclusão de óleos essenciais em 

melhorar a saúde dos peixes. (HEYDARI; FIROUZBAKHSH; PAKNEJAD, 2020).  

1.2.5. Efeitos antifúngicos: 

 Em condições de laboratório OEHP tem mostrado atividade fungicida e fungistática em 

termos de concentração fungicida mínima maior do que o produto comercial tradicional 

bifonazol (MIMICA-DUKIĆ et al., 2003). A inibição do crescimento dos fungos pode estar 

determinada pela interferência com a integridade da membrana celular, afetando os processos 

de transporte de moléculas, comprometendo sua sobrevivência. Também tem sido evidenciado 

que o OEHP tem ação contra a proliferação do micélio do fungo, evitando o crescimento das 

hifas e o desenvolvimento de esporas, evitando que se espalhem pelo organismo do peixe 

(ADEL et al., 2020).    

1.2.6. Efeitos antiparasitários: 

Pela presença do mentol, o OEHP tem capacidade antiparasita, toda vez que a 

composição química do mentol e sua estrutura afetam o sistema nervoso do parasita, 

interferindo com as vias de sinalização e neurotransmissão, o que pode levar à paralisia do 

organismo. Nesse mesmo sentido, alguns compostos do OEHP podem ter diretamente ação 

citotóxica para os parasitas, afetando a membrana celular e suas estruturas internas.  

Em Colossoma macropomum foi avaliado o efeito do tratamento com OEHP contra o 

parasita Piscinoodinium pillulare, com resultados eficazes em concentrações entre 20 e 

40 mg/L (FERREIRA et al., 2019). Segundo (COSTA et al., 2020) e colaboradores (2020) o 

OEHP apresenta efeito contra parasitas, eliminando por completo a presencia de 

Neoechinorhynchus buttnerae após duas horas na concentração de 540 mg/L, aumentando 

também os parâmetros sanguíneos de C. macropomum. No maior peixe de escama de água 

doce (Arapaima gigas) também tem sido avaliado o efeito dos banhos de imersão, e nesses 
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estudos foi possível comprovar uma ação antiparasitária contra  platelmintos da classe 

Monogenea (ação antiparasitária) (MALHEIROS et al., 2016).   

1.2.7. Efeitos anestésicos e sedativos:  

 Um anestésico ideal para peixes é aquele que consegue induzir a anestesia rapidamente 

e, após os procedimentos necessários, permite que o peixe se recupere prontamente, retornando 

ao seu estado normal sem danos, em água de recuperação isenta de resíduos de óleo essencial 

(CAN; SÜMER, 2019; PURBOSARI et al., 2019; ALHO DA COSTA et al., 2022).  Esse 

critério foi comprovado em estudos envolvendo o jundiá (Rhamdia quelen), nos quais foi 

demonstrada a capacidade do óleo essencial de hortelã-pimenta (OEHP) de atuar como 

anestésico em concentrações não tóxicas para as brânquias, com níveis de até 80 mg/L  

(SPANGHERO et al., 2019).  

Em um estudo realizado com C. macropomum, foram investigados os efeitos anestésicos 

proporcionados por óleos essenciais de três plantas distintas: Aloysia triphylla, Lippia sidoides 

e Mentha piperita, demonstrando eficácia em concentrações de 150 mg/L, 30 mg/L e 90 mg/L, 

respectivamente. É relevante mencionar que não foram observados danos irreversíveis nas 

brânquias dos peixes, como necrose ou fibrose. Os danos reversíveis que foram registrados 

incluíram hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, fusão lamelar e proliferação de células 

cloreto (BRANDÃO et al., 2021). Além disso, em um estudo posterior com a mesma espécie, 

foram identificados efeitos positivos na redução do estresse durante o transporte quando o óleo 

essencial foi adicionado à água, juntamente com uma notável melhoria nos parâmetros de 

qualidade da água (BRANDÃO et al., 2022).  

Tem sido comprovado que o OEHP é capaz de induzir um estado de anestesia completa 

em menos de 4 minutos após a administração, com uma rápida recuperação em menos de 10 

minutos, quando utilizado em concentrações de 80 mg/L. É relevante ressaltar que essa 

anestesia não gerou nenhuma mortalidade entre os indivíduos avaliados, e que a análise 

histológica do estado das brânquias, um critério crucial na avaliação da adequação de um 

anestésico para uma determinada espécie, corroborou esses resultados positivos nos peixes 

(SPANGHERO et al., 2019). Considera-se que o efeito anestésico do OEHP pode gerar-se pela 

inibição dos canais de sódio e cálcio dependentes de voltagem dos neurônios, impedindo a 

transmissão do impulso elétrico responsável pela sensação de dor, especialmente por ação no 
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receptor TRPM8 (MAHIEU et al., 2007; KAMATOU et al., 2013; ALHO DA COSTA et al., 

2022).  

1.3 Efeitos nos tecidos intestinais e hepáticos:  

As características químicas do OEHP lhe conferem atividades biológicas que se 

consideram benéficas para os peixes e as quais podem ser quantificadas mediante a análise 

histológica do intestino dos peixes  (VALLADÃO et al., 2017; ROMANO et al., 2021). Para 

avaliar o grau de segurança da inclusão do OEHP é importante avaliar medidas morfométricas 

e anormalidades morfológicas das células entéricas, levando em consideração que o OEHP 

suplementado na dieta atua diretamente sobre a mucosa do trato digestivo, favorecendo a 

digestão dos nutrientes ou danificando suas membranas diante dosagens excessivas 

(MOHAMMADI et al., 2020; ÖZEL et al., 2022). O desenvolvimento do epitélio entérico 

devido à inclusão positiva de um novo ingrediente na dieta está relacionado ao aumento no 

número de enterócitos, células caliciformes e células enteroendócrinas, bem como ao aumento 

das medidas de altura e largura das vilosidades intestinais (DO NASCIMENTO VEIGA et al., 

2020; CHUNG et al., 2021). Cada vez que uma membrana integral apresenta vilosidades 

maiores, sua capacidade de absorção e retenção de nutrientes é aprimorada, o que se reflete em 

um melhor desempenho, bem-estar e saúde dos peixes (SILVA et al., 2010; SANTOS; 

MARECO; DAL PAI SILVA, 2013; PICOLI et al., 2019). Outros aspectos avaliativos de 

grande importância na histologia intestinal são a presença de células caliciformes e o tipo 

diferente de mucinas contidas nelas, a medição da espessura da lâmina própria e a medição da 

altura e largura das vilosidades (histomorfometria ), os quais são os parâmetros mais 

comumente utilizados nos estudos que visam determinar o efeito da inclusão de uma matéria 

prima ou aditivo na dieta de um animal, uma vez que entre maiores sejam essas vilosidades, 

maior é a capacidade de absorção de nutrientes, melhorando o desempenho do peixe (PICOLI 

et al., 2019). Adicionalmente, é importante mencionar que um aumento das células 

caliciformes melhora a capacidade de defesa do animal, uma vez que a principal função dessas 

células é produzir glicoproteínas de lubrificação (muco) que funcionam como barreira física e 

aporta adicionalmente substâncias antibacterianas como peptídeos antimicrobianos 

(MOHAMMADI et al., 2020). O muco também aumenta a barreira de proteção contra 

patógenos, que ao mesmo tempo evita danos físicos no epitélio intestinal. Por outro lado, é 

importante mencionar que uma proliferação excessiva de células caliciformes pode ser um 

indicativo de inflamação intestinal, fato pelo qual é importante o monitoramento das mudanças 
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na morfologia dos tecidos, com a finalidade de recomendar doses que sejam seguras para a 

tilápia-do-Nilo (CORTEZ et al., 2020; ALESCI et al., 2022).  

Em um estudo feito com Carpa comum (Cyprinus carpio L.), foi utilizado o óleo 

essencial de orégano (Origanum vulgare) como aditivo na dieta e foi feito uma análise 

histomorfométrica avaliando altura e largura das vilosidades, profundidade das criptas e 

espessura da túnica muscular, em conjunto com uma análise de desempenho. Foi possível 

determinar que a inclusão deste óleo essencial melhora significativamente o desempenho da 

Carpa possivelmente por um aumento significativo da altura e largura das vilosidades e da 

profundidade das criptas, com ausência de danos inflamatórios e de mudanças nos arranjos das 

células caliciformes e do epitélio colunar (ABDEL-LATIF et al., 2020).   

No intestino, as mucinas são as moléculas glicoproteínas produzidas nas células 

caliciformes do intestino do peixe, as quais formam o muco de proteção que lubrifica as paredes 

epiteliais evitando danos por parte das enzimas digestivas (BENKTANDER et al., 2019). As 

mucinas podem ser ácidas, neutras ou mistas e a sua proporção depende de fatores fisiológicos 

e do alimento (PADRA et al., 2019).  

O fígado é um dos órgãos centrais da fisiologia do peixe e sua unidade funcional são os 

hepatócitos, os quais estão arranjados em cordões duplos entre capilares sinusoidais, que em 

condições normais apresentam máximo dois núcleos arredondados na região central do citosol  

(CAVICHIOLO, 2009). Em alguns peixes, é evidenciada uma diminuição na área do núcleo e 

do citosol do hepatócito, onde é possível afirmar que aqueles peixes de onde foram extraídos 

os tecidos estavam em um regime alimentar abaixo dos níveis adequados para o correto 

desenvolvimento, o qual é um indicativo de falta de bem-estar, desencadeando-se em baixo 

desempenho (PICOLI et al., 2019). Por outro lado, em peixes sobrealimentados, pode ser visto 

nos cortes histológicos um aumento no tamanho do hepatócito e um deslocamento do núcleo 

para os laterais por conta da acumulação excessiva de lipídeos e glicogênio no citoplasma 

(TADDESE et al., 2014; YIGIT; KOCAAYAN, 2023). Um estudo histológico em Anoplopoma 

fimbria foi demonstrado que a inclusão de uma matéria possivelmente prejudicial 

nutricionalmente para o peixe, pode gerar hiperplasia severa do ducto biliar, pleomorfismos 

nucleares, megalocitose e hipertrofia (RHODES; JOHNSON; MYERS, 2016). 

Em um trabalho com tambaqui (Colossoma macropomum) foi utilizado o óleo essencial 

de Gengibre (Zingiber officinale), gerando um aumento no número de leucócitos, hemoglobina 
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e trombócitos, reduzindo os níveis de ALT e AST (sinal de melhora hepática) sem afetar a 

morfologia hepática nem a altura das vilosidades intestinais em níveis máximos de 0,5 mL/kg 

dieta (CHUNG et al., 2021). Em um estudo feito em pacamã (Lophiosilurus alexandri) foi 

avaliada a suplementação com óleo essencial de orégano (Origanum vulgare) na dieta, onde 

evidenciou-se melhora no desempenho, na retenção corporal de proteína e na hiperplasia 

muscular desses animais sem comprometer aspectos morfológicos e morfométricos do 

intestino ou do fígado do peixe (CARNEIRO et al., 2021). No caso do surubim 

(Pseudoplatystoma reticulatum) foram relatados efeitos imunomodulatórios positivos após 

uma inclusão dietária de gengibre (Zingiber officinale) sem afetar os parâmetros 

histomorfométricos do fígado de este peixe (ALMEIDA et al., 2021). 

1.4   Tilápia-do Nilo, (Oreochromis niloticus) 

 A tilápia-do-Nilo da ordem dos perciformes, é um peixe neotropical de origem africana 

que está presente em sistemas de criação ao redor do mundo todo, onívoro com preferencias 

fitoplanctófagas, o qual apresenta estratégia reprodutiva K e em condições de temperatura 

adequadas (~25 Co), é capaz de se reproduzir durante o ano inteiro, além disso, a carne da 

tilápia-do-Nilo é muito aceita pelas suas boas características organolépticas, a qual tem 

musculatura predominantemente branca e não apresenta espinhos em forma de “Y”, e por 

questões de desempenho, é cultivada em populações monosexo masculinas (SILVA et al., 

2010, p. 2; MEHANNA; DESOUKY; MAKKY, 2020; EL-BOKHTY; FETOUH, 2023a, 

2023b; WUBIE; TESHOME; TESFAYE, 2023). A tilápia-do-Nilo é o terceiro peixe mais 

cultivado do mundo (FAO, 2022) e o mais cultivado do Brasil (PEIXE BR, 2023). 

representando uma importante fonte de proteína adequada para consumo humano e fonte de 

renda para comunidades vulneráveis (FAO, 2022). No Brasil, a criação deste peixe tem sido 

nos últimos anos o principal produto da produção aquícola nacional representando o destaque 

de 2020 com crescimento de 12,5% em relação ao ano anterior e atingindo uma produção total 

de 550.060 toneladas, o que representa 63,93% de participação na produção nacional, ou seja, 

aproximadamente 6 de cada 10 peixes cultivados no Brasil, são tilápias (PEIXE BR, 2023). Em 

relação à aptidão de exploração, a tilápia é um peixe que se adapta a sistemas de criação 

extensivos, semi-intensivos, intensivos e superintensivos por conta do seu alto desempenho 

produtivo, reprodução em cativeiro e tolerância a situações de estresse tais como altas 

densidades de criação (DAWOOD et al., 2020).  
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Os componentes das dietas podem modificar a composição e o comprimento da tilápia-

do-Nilo e melhorar seu desempenho (FURUYA; FURUYA, 2010; BAYISSA et al., 2021). 

Levando em consideração que o maior custo da produção de tilápia é a ração, é importante 

desenvolver alimentos balanceados que aumentem a produtividade do peixe e sejam adequados 

para o animal, suprindo todas as necessidades nutricionais para um correto desenvolvimento 

que leve a cumprir os objetivos produtivos (GULE; GEREMEW, 2022). 

1.5. Efeitos do OEHP na tilápia-do-Nilo. 

Embora os estudos da inclusão de OEHP na tilápia-do-Nilo sejam escassos, tem sido 

relatado que o OEHP tem potencial para ser implementado em dietas para este peixe, porque 

mesmo com concentrações baixas, é capaz de gerar benefícios na saúde e nos parâmetros 

imunológicos, o que pode representar uma oportunidade de oferecer moléculas com muitos 

benefícios comprovados a baixo custo (VALLADÃO et al., 2017). Em um estudo realizado 

com suplementação dietética do OEHP na tilápia-do-Nilo, foi possível evidenciar efeito 

benéfico, uma vez que o nível de 0,125% desse óleo essencial na dieta aumentou 

significativamente a sobrevivência dos peixes e ajudou a manter o comportamento alimentar 

adequado após o desafio na cavidade celômica com Streptococcus agalactiae, toda vez que 

aumenta a resistência dos peixes sem afetar seus parâmetros hemato-imunológicos (DE 

SOUZA SILVA et al., 2019).  

Baseados nos resultados do estudo de Oliveira Hashimoto e colaboradores (2016) 

podemos evidenciar que o uso do óleo essencial de hortelã-pimenta em banhos de 40 mg/L 

gera um efeito anti-helmíntico (e anestésico) na tilápia-do–Nilo medido por meio da redução 

da infestação de monogeneanos (parasitas) por mortalidade gerando eficácia de 33,33% quando 

colocados em água e de 41,63% quando colocados em água + DMSO, mas é importante 

mencionar que os testes de toxicidade para estes banhos devem ser levados a cabo para cada 

espécie, para evitar danos histológicos principalmente nas lamelas branquiais (DOS ANJOS; 

ISAAC, 2020).  

1.6. Conclusões 

Os estudos sobre a inclusão do OEHP na dieta da tilápia-do-Nilo mostram que esse 

aditivo tem o potencial de melhorar significativamente a saúde e o desempenho neste animal. 

A suplementação com OEHP promove benefícios no sistema gastrointestinal, aumentando a 

motilidade intestinal e melhorando a absorção de nutrientes, resultando em maior eficiência na 
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conversão alimentar e, consequentemente, um ganho de peso mais rápido e menor tempo para 

atingir o peso de abate. Além disso, o OEHP demonstrou efeitos antibacterianos, inibindo o 

crescimento de bactérias patogênicas, e propriedades antioxidantes, protegendo os tecidos 

contra o estresse oxidativo. O OEHP também pode atuar como um imunoestimulante, 

aumentando a resistência a doenças e melhorando os parâmetros sanguíneos. Além disso, ele 

exibe propriedades antifúngicas e antiparasitárias, contribuindo para a saúde geral dos peixes. 

Assim, o OEHP pode ser usado como um composto eficaz e seguro para os peixes. Os estudos 

histológicos mostraram que a inclusão do OEHP na dieta pode melhorar a morfologia do 

intestino e do fígado dos peixes, promovendo a absorção de nutrientes e melhorando o 

desempenho, sem danificar o fígado. Portanto, o OEHP apresenta um grande potencial como 

aditivo na alimentação da tilápia-do-Nilo. 
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2. ARTIGO: Direcionado para a revista Aquaculture Nutrition. 

INTESTINAL AND HEPATIC HISTOMORPHOMETRY OF JUVENILE NILE 

TILAPIA (Oreochromis niloticus) FED WITH DIETS SUPPLEMENTED WITH 

PEPPERMINT ESSENTIAL OIL (Mentha piperita). 

Short title: Histomorphometry of Nile tilapia. 

Abstract 

The use of peppermint essential oil (OEHP) in fish diets is a promising strategy to enhance 

health and performance sustainably. OEHP, derived from Mentha piperita and containing 

menthol, is recognized for its digestive, antimicrobial, and antioxidant properties. This study 

aimed to evaluate the impact of OEHP supplementation on Nile tilapia juveniles' intestine and 

liver tissues through an eight-week trial. Diets included 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, or 1.0 g/kg of 

OEHP. Histomorphometric analysis revealed significant quadratic effects on villus height 

(AV), total muscular layer height (ACM), inner muscular sublayers height (AMI), and outer 

muscular sublayers height (AME). Maximum values for AV and AMI occurred at 0.60 g/kg 

and 0.68 g/kg, respectively. Linear effects were observed for epithelium height (AE) and villus 

width (LV), indicating improved intestinal structure. Fish fed 0.4 g/kg and 0.8 g/kg of OEHP 

exhibited higher AV, AME, and ACM, suggesting enhanced digestive capacity. Additionally, 

mucin analysis indicated a linear effect, highlighting the oil's role in protecting the intestinal 

lining. In the liver, a positive linear effect on cytoplasmic percentage (CIT) was noted, 

suggesting increased metabolic demands. Overall, OEHP demonstrated favourable effects in 

Nile tilapia juveniles at levels above 0.4 and below 0.8 g/kg of the diet, enhancing intestinal 

and hepatic functionality. 

Keywords: menthol; intestinal villi; nutrient absorption; mucins; nutrition; fish. 

2.1.Introduction 

The fish farming industry has expanded in recent years in response to the nutritional needs of 

the growing human population. leading to increased demand for food and the necessity to 

enhance productivity (FAO 2022). However, within the context of animal health and welfare, 

the increase in productivity is only achievable with appropriate technologies that generate 

beneficial effects on the fish's tissues without compromising the integrity of the organs 
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responsible for the animal's survival (Ahmed, Mostafa, and El-Sanhoury 2016; Sampantamit 

et al. 2020; Du et al. 2022).  

To assess the integrity of the organs responsible for the fish's survival, it is necessary to conduct 

biological analyses such as histomorphometry, which identifies the state of preservation of 

structures and cells responsible for organic functions. Therefore, histomorphometry has been 

widely employed in various fields of both human and animal health (Rhodes, Johnson, and 

Myers 2016; Rodrigues, Saturnino, and Fernandes 2017; Mohammadi et al. 2020). 

The essential oil of peppermint (OEHP) is an extract derived from the aromatic plant Mentha 

piperita. which is widely recognized and utilized in various cultures around the world (Costa 

et al. 2020; Gholamipourfard, Salehi, and Banchio 2021; Padala et al. 2021). The primary 

component of OEHP is menthol, exhibiting positive effects on food digestibility and 

improvement in intestinal motility. Additionally, it has shown various positive morphometric 

effects on the intestine and performance parameters in fish. Moreover, OEHP demonstrates 

antioxidant and immunological benefits (Amato, Serio, and Mulè 2014; De Sousa Barros et al. 

2015; Hoseini et al. 2020; Dawood et al. 2021; Alho Da Costa et al. 2022; SOUZA et al. 2022).  

Food additives are compounds of diverse nature commonly included in diets provided to fish 

with the aim of promoting nutrient absorption for their growth and maintaining the good health 

of these animals (Costa et al. 2022; Orso et al. 2022; Hoseinifar et al. 2023). In this context, 

essential oils (OE) are one type of additive used in fish diets to achieve positive effects on their 

development, involving digestive and absorptive mechanisms, antimicrobial properties, 

immunostimulation, and antioxidant benefits (Ham et al. 2020; Zhang et al. 2020; Hou et al. 

2022; Pelvan et al. 2022). 

On the other hand, ensuring food safety is crucial, meaning establishing safe inclusion levels 

of essential oils in the animals' diet. In this context, the assessment of intestinal and hepatic 

structures and functions is highly relevant. The intestine, being the site where nutrient digestion 

and absorption processes take place and in direct contact with food, plays a key role. Similarly, 

the liver, due to its multiple functions, is involved in energy metabolism and detoxification 

(Nicholson et al. 2012; Adel et al. 2016; Valladão et al. 2017; Ribeiro et al. 2018; Michelin 

2020; Escalas et al. 2021; Huyben et al. 2021; Margaret, Euglance, and Racheal 2021; Alesci 

et al. 2022). The absorption epithelium in the fish intestine is arranged in folds, which can be 

referred to as villi. Similar to the villi in the intestines of mammals, these structures serve to 
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increase the surface area for contact with nutrients. thereby promoting digestion and 

absorption. The epithelium contains absorptive cells (enterocytes) that are susceptible to 

changes based on the type of diet. the presence of additives in the diet. and feeding frequency 

(do Nascimento Veiga et al. 2020; Özel et al. 2022).   

In general. OEHP has been studied for its potential positive impacts and its food safety when 

added in low concentrations to the fish diet (Mohamed et al. 2014; Valladão et al. 2017; Orso 

et al. 2022). In regard of this, we consider it relevant to investigate the effects of OEHP on the 

intestinal and hepatic tissues in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). the most consumed fish 

species in Brazil and the third most consumed globally, holding significant commercial 

importance (FAO 2022; PEIXE BR 2023).  

2.2. Material and Methods 

Figure 1: Summary of the intestinal and hepatic histomorphometry study of Nile tilapia 

(Oreochromis niloticus) juveniles fed diets supplemented with peppermint essential oil 

(Mentha piperita). 

 

2.2.1. Ethics Committee Approval  

This study has been approved by the Ethics Committee on the Use of Production Animals at 

the Federal University of Viçosa (CEUAP/UFV - number 38/2016).  
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2.2.2. Experimental Phase 

After 56 days of feeding with the experimental diets, the fish (n = 72) were euthanized by 

immersion in clove oil diluted in water (400 mg/L). Subsequently, they were dissected to 

collect fragments of the anterior intestine (n = 12 per treatment) and liver (n = 12 per treatment). 

The collected tissues were immersed in formaldehyde solution for 24 hours and later stored in 

70% alcohol following the laboratory procedures outlined in the protocols’ book of the 

LaNuPe’s Laboratory-UFV. 

2.2.3. Histological Processing  

The samples from the middle portion of the intestine and liver underwent a stepwise 

dehydration process using increasing concentrations of ethanol (80%. 90%. 100%) and were 

embedded in glycol methacrylate resin (Historesin©. Leica). To prepare the slides (one per 

animal), ten semi-sequential sections of 3 μm thickness were obtained using a rotary microtome 

(Leica RM225). The sections were stained using the periodic acid-Schiff (PAS) protocol 

combined with Alcian blue (AB). This staining protocol allows for histological evaluation of 

intestinal and hepatic samples, as well as the identification of mucins (neutral glycoconjugates 

by PAS and acidic glycoconjugates by AB) produced by the goblet cells in the intestine. 

Additionally, it aids in identifying the hepatic glycogen reservoir (by PAS).    

2.2.4. Intestinal and Hepatic Histomorphometry  

Histological sections were examined using a light microscope (Olympus BX53) equipped with 

a camera (Olympus DP73) for image capture. Intestinal sections were photographed at a 

magnification of 40x for histomorphometry of the following variables (Figure 2): epithelial 

height (AE), villus height (AV), villus width (LV), lamina propria height (ALM), total 

muscular layer height (ACM), and heights of the internal (AMI) and external (AME) muscular 

layers. Histomorphometric analysis was conducted using Image J® software. For each animal, 

five measurements were taken for each parameter, and cell counts were performed on five villi. 

Goblet cells (MT) were counted, and they were categorized based on the production of neutral 

mucins (PAS+), acidic mucins (AB+), and mixed mucins (PAS+AB+).   

 



44 

Figure 2. Schematic representation of intestinal histomorphometry measurements in Nile 

tilapia. AE: Epithelial height; AV: Villus height; LV: Villus width; ALP: Lamina propria 

height; ACM: Total muscular layer height; AMI: Internal muscular layer height; AME: 

External muscular layer height. 

  

For hepatic histomorphometry, images were analyzed using Image J® software with a grid of 

234 points. Points (intersection points of the grid) were counted on the nucleus and cytosol of 

hepatocytes, glycogen granules, and lipid vacuoles within the hepatocyte cytosol. Additionally, 

points were counted on blood capillaries from five images per animal.  

2.2.5. Statistical Analysis 

The data were subjected to the Shapiro-Wilk test to assess the normality of errors and the 

Bartlett test to examine the homogeneity of variances. The evaluation of the effect of 

Peppermint Essential Oil (OEHP) in the diet was carried out through one-way analysis of 

variance (ANOVA). Treatments underwent Dunnett's test to assess differences compared to 

the control. For variables that did not exhibit a normal distribution, the Kruskal-Wallis test was 

applied. Orthogonal polynomial contrasts were conducted to examine the linear and quadratic 

AE 
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M 

AV 

LV 
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ALP 
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effects of dietary supplementation with different concentrations of OEHP on the variables. 

When significant, the best regression models were selected based on the R² value (> 0.60). All 

statistical analyses were performed using SAS® Studio software (SAS Inst. Inc.. Cary. USA), 

considering a significance level of 5% (p < 0.05). 

2.3. Results  

2.3.1. Intestinal Histomorphometry 

Histomorphometric measurements of the intestine are presented in Table 1, including 

measurements of epithelial height (AE), villus height (AV), villus width (LV), lamina propria 

height (ALP), total muscular layer height (ACM), external muscular layer height (AME), and 

internal muscular layer height (AMI). There was a quadratic effect (P < 0.05) of OEHP levels 

on AV (P=0.006), ACM (P<0.001), AMI (P = 0.03), and AME (P<0.001). Conversely, a 

significant linear effect of OEHP levels was observed on AE and LV. The quadratic effects 

were strongly correlated (R² > 0.60) only for AV and AMI, with maximum values found at 

levels of 0.59 g/kg and 0.53 g/kg. respectively (Figure 3). 

Also, in Table 1, it is possible to observe a significant difference for the treatments of 0.4 g/kg 

(P<0.001) and 0.8 g/kg (P<0.001) compared to the control for the variables AV and AME. 

Additionally, the 0.4 g/kg treatment resulted in a significant increase in the ACM variable 

(P<0.001) compared to the control.
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Table 1. Intestinal Histomorphometry (mean ± SE) of Nile Tilapia Juveniles. Oreochromis niloticus. Fed with Different Levels of OEHP over 
Eight Weeks 

OEHP (g/kg diet)                                                                              P-value 

Parameter 0 (Control) 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 Linear Quadratic 

AE 52.36±3.92 45.96±1.45 54.13±1.37 59.93±2.70 60.87±4.02 58.56±0.79 0.0056 0.7630 

AV 334.81±24.5 413.58±51.2 502.6*±43.1 425.08±23.4 549.7*±42.8 388.35±25.3 0.0793 0.0059 

LV 120.30±3.18 98.09±3.91 117.41±2.29 129.59±7.6 127.484±8.1 128.46±0.4 0.0137 0.5876 

ALP 15.32±4.12 20.55±3.02 24.3±2.01 10.48±0.71 23.10±2.56 14.47±1.48 0.6614 0.1895 

ACM 65.68±7.08 87.08±8.49 101.4*±8.04 71.04±8.74 93.78±5.2 57.31±6.12 0.4195 0.0009 

AMI 39.8±5.03 52.14±3.54 58.92±5.16 52.78±3.14 64.47±11.25 40.73±5.49 0.5699 0.0283 

AME 27.94±1.57 34.93±5.28 43.05*±2.59 23.58±3.37 56.6*±2.32 21.19±2.85 0.6465 0.0004 

         

EOP = Peppermint essential oil; AE = Epithelial height; AV = Villus height; LV = Villus width; ALP = Lamina propria height; ACM = Total 

muscular layer height; AMI = Internal muscular layer height; AME = External muscular layer height; SE = Standard error of the means. 

The data represents means (in µm) from 20 Nile tilapia juveniles in four replicate tanks. Orthogonal contrasts were used to assess linear and 

quadratic responses to different levels of OEHP in the diet. Means within a row with different superscripts differ significantly from the control 

diet by Dunnett's test (P < 0.05.
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Figure 3. Quadratic effect of peppermint essential oil (OEHP) levels (g/kg diet) on: A) Villus 

height (AV) and B) Inner muscular sublayer height (AMI) in Nile tilapia juveniles 

Oreochromis niloticus. 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 
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In Figure 4, histological images of the intestine of Nile tilapia juveniles supplemented with 

OEHP are presented.  

Figure 4. Photomicrographs of the intestinal wall of Nile tilapia juveniles, Oreochromis 

niloticus, subjected to diets with different concentrations of OEHP (g/kg diet): A) 0.0 B) 0.2 

C) 0.4 D) 0.6 E) 0.8 F) 1.0; highlighting histomorphometric changes in villus height and 

muscular layer. Staining: Periodic Acid-Schiff conjugated with Alcian Blue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Figure 5, the histological image of the Nile tilapia intestine is presented, showing goblet 

cells classified according to the nature of their secretion: MN – neutral mucins (PAS+). MA – 

acid mucins (AB+) or MM – mixed mucins (PAS/AB+), with the acid type being predominant.
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Figure 5. Photomicrograph of the initial portion of the intestine of Nile tilapia juveniles, 

Oreochromis niloticus, subjected to diets with different concentrations of OEHP, highlighting 

goblet cells according to the nature of mucins. A) Neutral Mucins B) Mixed Mucins C) Acid 

Mucins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Table 2, it can be observed, after linear regression, that there was a positive linear effect of 

OEHP levels on the variables MA (acid mucins) and MT (total mucins).
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Table 2. Number of goblet cells (mean ± SE) classified by their mucin production in Nile tilapia juveniles, Oreochromis niloticus, fed with 
different levels of OEHP over eight weeks. 

Parameter 
OEHP (g /kg diet) P-value 

0 (Control) 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 Linear Quadratic 

MA 5.37±3.33 8.58±4.02 16.08±2 13.62±2.64 22.75±5.41 17.97±1.54 0.0011 0.2850 

MM 3.05±1.76 2.5±1.71 5.40±1.62 0.83±0.53 5.99±2.27 0.87±0.48 0.6883 0.3096 

MN 0.82±0.48 0.84±0.47 1.78±0.87 0.80±0.65 0.80±0.50 0.06±0.06 0.3193 0.1609 

MT 9.25±5.45 11.68±4.79 23.22±1.71 14.99±2.99 29.54±4.42 18.90±1.81 0.0053 0.1187 

 

Abbreviations: 

OEHP: Peppermint essential oil; SE: Standard error of the means; MA: Acid mucins; MM: Mixed mucins; MN: Neutral mucins; MT: Total 

mucins. The data represents means of 72 Nile tilapia juveniles per treatment. Orthogonal polynomial contrasts were used to assess linear and 

quadratic responses to different levels of dietary OEHP. There were no significant differences between treatments and the control by Dunnett's 

test (P < 0.05). 
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2.3.2. Hepatic Histomorphometry 

 

In Table 3, it is evident that there was a significant difference for the 0.8 g/kg treatment 

(P<0.001) compared to the control regarding the percentages of cytosol (CIT) and glycogen 

(GLI) in hepatocytes. There was also a linear effect of OEHP levels on the CIT variable.  
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Table 3. Hepatic histomorphometry (mean ± SE) of Nile tilapia juveniles, Oreochromis niloticus, fed with different levels of OEHP over eight 
weeks. 

Parameter 
OEHP (g /kg diet) P-value 

0 (Control) 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 Linear Quadratic 

NUC (%) 8.27±1.25 6.82±0.48 7.26±0.88 8.26±1.29 6.75±0.44 7.26±1.29 0.6179 0.8316 

CAP (%) 9.96±1.4 9.96±0.74 8.71±0.49 10.41±0.66 10.04±0.38 9.64±0.73 0.9539 0.8283 

GLI (%) 46.82±4.67 38.40±3.23 39.54±2.24 39.88±3.88 30.91*±3.57 39.97±4.17 0.0809 0.1775 

GOR (%) 2.96±0.87 5.11±0.95 3.15±0.89 4.04±1.35 4.98±1.57 2.98±0.89 0.9524 0.3955 

CIT (%) 31.89±2.62 39.70±3.23 41.42±2.59 37.42±3.21 47.31*±4.28 40.30±2.95 0.0357 0.1799 

 

Abbreviations: 

OEHP: Peppermint essential oil; SE: Standard error of the means; NUC: Nuclei; CAP: Capillaries; GLI: Glycogen; GOR: Fat; CIT: Cytosol. 

The data represents means of 20 Nile tilapia juveniles from four replicate tanks. Orthogonal polynomial contrasts were used to assess linear and 

quadratic responses to OEHP levels in the diet. Means within a row with different superscripts differ significantly from the control diet by 

Dunnett's test (P < 0.05). 
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Figure 6 depicts a histological slide of the liver from a juvenile Oreochromis niloticus, 

highlighting the assessed variables. 

Figure 6. Photomicrograph of the liver of Nile tilapia juvenile, Oreochromis niloticus, stained 

with Periodic Acid-Schiff combined with Alcian Blue, highlighting the assessed variables: A) 

Fat B) Cytosol C) Nucleus D) Capillary E) Glycogen. 

 

2.4. Discussion 

2.4.1. Histomorphometry of the Intestine 

Histomorphometric assessment stands out as a crucial tool in understanding morphofunctional 

responses to various dietary interventions, providing a solid foundation for optimizing the 

nutrition and animal welfare (Hersi et al. 2023). Therefore, its accurate use and correct 

interpretation can be a determining factor in the success of animal production (Rodrigues et al. 

2017; Moreira et al. 2018; Özel et al. 2022). The fish in our study exhibited a positive linear 

effect due to increasing levels of OEHP in the diet on villus width and epithelial height (AE), 
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along with a quadratic effect on villus height (AV). The increase in intestinal villi and 

epithelium, particularly when accompanied by an increase in the striated border, is a positive 

condition that enhances the surface area of absorptive cells, optimizing the digestion and 

absorption of nutrients. This can have a positive impact on animal performance (Adel et al.. 

2015; Do Nascimento Veiga et al.. 2020).  

The quadratic effect on villus height (AV) has also been reported in previous studies evaluating 

essential oils (OE) from other plants on the intestine of Nile tilapia, such as the OE from 

Zingiber officinale (Chung et al. 2021) and the OE from Lippia origanoides (Adam et al.. 

2019). Such results are considered interesting, given that essential oils, especially peppermint 

oil, possess additional beneficial properties for the organism, such as antioxidant and 

antibacterial capabilities (Ribeiro et al. 2018; De Souza Silva et al. 2019; Gholamipourfard et 

al. 2021). Taking into consideration the strength of the quadratic relationship found for OEHP 

levels on villus histomorphometry, as well as the significance observed in the comparison 

between treatments and control, it can be stated that the suitable concentration range for this 

oil in the diet is between 0.4 and 0.8 g/kg. 

In this study, an increase in the thickness of the intestinal muscle layers was observed, possibly 

due to the stimulating effect of OEHP on muscle fibers, resulting in improved intestinal 

motility. Intestinal motility plays a significant role in food processing and organism defense  

(Moreira et al. 2018; Silva et al. 2019).  

The histomorphometric results of the muscle layer height are consistent with those of villus 

height, given the quadratic relationship between OEHP levels and muscle layers, especially the 

inner circular layer. There was a significant increase in the outer muscular layer in the 0.4 and 

0.8 g/kg treatments. In a previous study, researchers demonstrated that OEHP levels between 

0.20 and 0.60 g/kg helped tilapia juveniles achieve the highest weight gains (Aguiar et al. 

2023), this reinforces the idea that the best effects of OEHP supplementation in the diet are 

achieved at lower oil concentrations, in the range of 0.4 to 0.8 g/kg.  

On the other hand, the linear increase in the number of mucin-producing goblet cells, 

particularly acidic mucins, due to increasing levels of OEHP, can be seen as a heightened need 

for protection of the intestinal lining. Mucus acts as a protective barrier against physical-

chemical damage and pathogens, in addition to its lubricating role to facilitate the movement 

of the food bolus (Benktander et al. 2019; Padra et al. 2019). 
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2.4.2. Hepatic Histomorphometry 

Liver is one of the primary organs involved in the metabolism of animals, and hepatic analyses 

help determine the impact of food additives on organism health. Like other animals, Nile tilapia 

may exhibit modifications in the histological structure of the liver in response to changes in the 

environment (Farag et al. 2022). 

Due to its active principles, peppermint essential oil demonstrates a protective capacity for liver 

cells (Saluja and Bhatnagar 2023), while it has been reported in the literature that the inclusion 

of an essential oil can have an effect on the measurements of fish hepatocytes (Larios‐Soriano 

et al. 2022). In our study, the increase in the percentage of cytoplasm, up to a certain level, may 

be an indicator of the Nile tilapia's health and adequate nutritional status.  

Hepatic glycogen is the form in which the liver stores glucose molecules under conditions of 

nutrient abundance. This glycogen reservoir is utilized to release glucose into the bloodstream 

during nutrient scarcity or increased nutritional demand. In the current study, the percentage of 

hepatic glycogen was significantly lower in fish supplemented with the 0.8 g/kg OEHP 

treatment. The decrease in hepatic glycogen may impact the energy metabolism, causing the 

fish to shift from utilizing carbohydrates as an energy source to using amino acids in 

gluconeogenesis (De Souza Silva et al. 2019), this could result in a loss of muscle mass and, 

consequently, lower productivity. A related study demonstrated that conditions of stress and 

potential hepatic damage led to an increase in energy expenditure (Santos, Rezende, and Moron 

2020). Thus, we understand that the concentration of peppermint essential oil in the diet of Nile 

tilapia juveniles should be less than 0.8g/kg. 

2.5. Conclusions 

In Nile tilapia juveniles, peppermint essential oil in the concentration range of 0.4 - 0.8 g/kg of 

diet can enhance intestinal functionality and nutrient absorption. However, to preserve hepatic 

metabolism, concentrations below 0.8 g/kg of peppermint essential oil are recommended.  
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