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11
INTRODUCAO GERAL

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) relata
gue a producdo aquicola em cativeiro no mundo foi de 114,5 milhdes de
toneladas em 2018, gerando uma receita de US$ 263,6 bilhdes, sendo que a
aquicultura interior (rios, lagos e fazendas de peixes) produziu 51,3 milhdes de
toneladas de animais aquaticos, respondendo por 62,5% da producdo mundial
de peixes para alimentos (FAO, 2020). Este aumento de producao € justificado
pelo maior adensamento destes animais nos sistemas de producdao,
acompanhado por dietas que proporcionam uma maior eficiéncia alimentar e
saude aos animais.

O aumento na producdo de peixes € justificado pela otimizacdo em varios
setores no sistema de produgédo. No entanto, no ciclo de producgéo, diversos
fatores como transporte, manejo inadequado, ma qualidade de &gua e
alimentacdo de baixa qualidade nutricional causam estresse 0 que pode
favorecer ao surgimento de doencas infecciosas que influenciam diretamente na
saude e no desempenho dos peixes (GAO et al., 2012; ZAGMUTT et al., 2013),
as quais sao responsaveis por grandes prejuizos econémicos na piscicultura.
Neste sentido, a melhora na nutricdo de peixes pode ser obtida a partir do uso
de dleos essenciais na dieta.

Com a intensificac@o da piscicultura, o uso de aditivos como antibidticos
sintéticos, quimioterapicos e vacinas tem sido utilizado nos sistemas de
producdo com intuito de prevenir a acdo de agentes prejudiciais

(HARIKRISHNAN et al., 2011). Contudo, o uso indiscriminado destes aditivos
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contribui para o aumento dos custos de producdo, facilita o prenuncio de
situacfes indesejaveis, como bioacumulacédo dos residuos de antibiéticos nos
peixes (YU-WEN, 2009; HARIKRISHNAN et al., 2011). Além disso, antibiéticos
sintéticos ainda podem ocasionar bactérias resistentes devido a disseminacéo
de genes de resisténcia (BURRIDGE et al., 2010; NUNES et al., 2012).

As plantas produzem inumeros fitoquimicos ou metabdlitos secundarios
gue ndo parecem ter relacdo direta com o crescimento e desenvolvimento
vegetal, mas desempenham vantagens como defesa contra patdégenos e
herbivoria, atragdo de polinizadores, tolerancia a temperaturas extremas e
processos de adaptacdo ao estresse hidrico ou deficiéncia de nutrientes e
minerais do solo (HAYOUNI et al., 2008; ANDRADE et al., 2014). Os dleos
essenciais (OE) séo utilizados na piscicultura no combate aos micro-organismos
na forma de banho ou incorporados na alimentacao (SACCOL et al. 2013; SUTILI
et al. 2014). Estes 6leos essenciais sdo uma mistura de compostos complexos,
volateis e de baixo peso molecular, sendo geralmente odoriferos, liquidos e em
sua maioria constituida por moléculas terpénicas (MORAIS, 2009). Eles que
podem ser extraidos de diversas partes das plantas, como raizes, sementes,
flores, frutos, ou até mesmo da planta inteira. Sdo formados por complexas
misturas naturais e, em geral, contém de 20 a 60 compostos em diferentes
concentragdes BAKKALI et al., 2008).

O uso de Oleos essenciais € uma alternativa aos antibidticos sintéticos
convencionais, devido ao potencial de seus principios ativos e pela baixa
toxicidade de suas moléculas ao meio ambiente (SACCOL et al., 2013; SUTILI
et al., 2014). O uso de aditivos sintéticos pode causar alteragdes no equilibrio

ambiental e nas defesas imunoldgicas dos peixes (DAWOOD et al., 2018). O uso
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de antibioticos pode ndo apenas selecionar bactérias mais resistentes a tais
compostos, como também eliminar bactérias Uteis (microbiota intestinal que
contribui na melhora da absorcédo de nutrientes). Os OEs conseguem penetrar
na barreira celular e na membrana citoplasmatica de microrganismos, rompendo
a estrutura de diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipidios (BAKKALLI et al., 2008). Desta forma, aditivos naturais de origem
vegetal, como OEs, tém chamado a atencao dos piscicultores, uma vez que tais
substancias tém demonstrado melhorar o desempenho de crescimento, a
eficiéncia alimentar, a digestibilidade, a absor¢do de nutrientes e a saiude em
peixes (SACOOL et al., 2013; CHUNG et al., 2020; DE SOUZA et al., 2020).

O capim-limao (Cymbopogon citratus) é uma planta da familia Poaceae
aromatica e o seu OE é composto majoritariamente por citral, que possui
propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatorias, antissépticas,
antimicrobianas e antifingicas (AL-SAGHEER et al., 2017). Citral (mistura de
isbmeros geranial (a-citral) e neral (R3-citral)) em combinagcdo com outros
componentes ja demonstrou contribuir com a melhor performance de
crescimento de juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com OEs de A. triphylla
(2,0 mL kg dieta™; ~40 % de citral) (DE SOUZA et al., 2020) e Cymbopogon
flexuosus (2,0 mL kg dieta™; 89,21 % de citral) (SOUZA et al., 2020). Além disso,
citral pode suprimir o estresse oxidativo, possivelmente por meio da inducéo das
proteinas antioxidantes endégenas (ZEPPENFELD et al., 2017).

O OE de Lippia sidoides Cham. (syn. L. origanoides), planta endémica do
nordeste brasileiro conhecida popularmente como alecrim-pimenta. Seus
principais constituintes geralmente sdo timol e carvacrol, sendo que o interesse

para suas aplicabilidades biolégicas se deve ao seu uso na medicina popular, o
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gual é bem conhecido no tratamento antifingico, antisséptico e contra infeccdes
(DOS SANTOS et al., 2015). O uso de OEs de trés espécies de Lippia spp. em
Aeromonas hydrophila demonstram alta eficiéncia antibacteriana (MAJOLO et
al., 2017). O uso de carvacrol em combinacdo com timol atuou como promotor
de crescimento em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) devido suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas e de refor¢co no sistema imune
(ZHENG et al., 2009; GIANNENAS et al., 2012), o que pode contribuir com a
melhora dos ganhos de crescimento em peixes. O aumento da atividade da
lisozima do plasma foi observado com adigdo de OE de orégano (carvacrol como
um dos compostos majoritarios) em truta arco-iris e carpa comum (Cyprinus
carpio) (DILER et al., 2017; ZHANG et al., 2020).

O tambagqui (Colossoma macropomum) € a espécie nativa mais cultivada
no Brasil (18,20%), com uma producéo de 101,10 mil toneladas em 2020 (IBGE,
2020). Sua producgéo aquicola de tambaqui aumentou de 13 mil toneladas em
2000 para 142 mil toneladas em 2016 (WOYNAROVICH & ANROOY, 2019). Seu
sucesso se deve a diferentes fatores. Ele apresenta excelente qualidade de filé
e desempenho reprodutivo que possibilitam sua producdo econémica e também
apresenta aproveitamento de alimentos de origem animal ou vegetal, facil
adaptacao a dieta fornecida, rusticidade e resisténcia a hipéxia (AFFONSO et
al.,, 2002; ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005). Por estes fatores, pode ser
considerado uma excelente alternativa para a piscicultura no Brasil.

Os objetivos deste estudo foram 1) identificar os compostos dos OE de
Lippia sidoides (sin. Lippia origanoides) e Cymbopogon citratus, bem como
avaliar seus efeitos in vitro na atividade antibacteriana, antibiofiime e, o efeito

sinérgico com florfenicol contra A. hydrophila e 2) avaliar o efeito da
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suplementacao dietética de OE de Lippia sidoides em relacdo ao desempenho
de crescimento, variaveis hematologicas e bioquimicas e enzimas digestivas em

juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).
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Atividade antimicrobiana e sinérgica com florfenicol dos 6leos
essenciais de Lippia sidoides e Cymbopogon citratus contra
Aeromonas hydrophila, um importante patdgeno para a

aquicultura
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Atividade antimicrobiana e sinérgica com florfenicol dos 6leos essenciais
de Lippia sidoides e Cymbopogon citratus contra Aeromonas hydrophila,

um importante patdgeno para a aquicultura

RESUMO

Aeromonas hydrophila € uma bactéria oportunista, com grande capacidade de producéo
de biofilme, que pode causar danos severos na aquicultura. O objetivo deste estudo foi
identificar os compostos dos 6leos essenciais de Lippia sidoides (OELS) e Cymbopogon
citratus (OECC), bem como avaliar sua acdo biocida, antibiofiime e sinérgica com o
antibidtico florfenicol contra A. hydrophila. A atividade antimicrobiana de OELS e OECC
foi verificada pela concentracdo bactericida minima e pela agéo contra a formacéao de
biofilme e biofilme consolidado. A atividade sinérgica de OELS e OECC com florfenicol
foi realizada pela técnica de checkerboard. O principal componente de OELS e OECC
foi carvacrol (44,50%) e a-citral (73,56%), respectivamente. Ambos os 6leos essenciais
mostraram fraca atividade inibitéria (= 3.125,00 ug mL™). Dois isolados bacterianos
apresentaram capacidade de produzir biofilme. A classificagdo para OELS e OECC foi
de nao produtor e fraco produtor de biofilme para cada isolado. Foi verificado efeito
bactericida no biofilme previamente consolidado para OELS em ambos os isolados e
para OECC para apenas um dos isolados. Em geral, OELS apresentou efeito sinérgico
com florfenicol, enquanto EOCF apresentou efeito aditivo. Em conclusdo, ambos os
Oleos essenciais foram capazes de interferir na formacdo do biofime e nao
apresentaram efeito antagénico em combinacao com florfenicol. Os melhores resultados
foram encontrados para OELS, que apresentou efeito sinérgico com florfenicol e

capacidade de interferir na reducao de biofilme consolidado.

Palavras-chave: antibi6tico, aquicultura, biofilme, carvacrol, citral.
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Antibacterial and antibiofilm activities and synergism with florfenicol from
the essential oils of Lippia sidoides and Cymbopogon citratus against

Aeromonas hydrophila

ABSTRACT
Aeromonas hydrophila is an opportunistic bacterium, with a high capacity for
biofilm production, which can cause severe damage in aquaculture. The objective
of this study was to identify the chemical compounds of the essential oils of Lippia
sidoides (EOLS) and Cymbopogon citratus (EOCC), and to evaluate the biocidal,
antibiofilm, and synergistic action with the antimicrobial florfenicol of these
essential oils (EOs) against A. hydrophila. The antibacterial activity of EOLS and
EOCC was verified by the minimum bactericidal concentration and by the action
of these EOs against both forming and consolidated biofilms. The synergistic
activity of EOs with florfenicol was performed using the checkerboard technique.
The main component of EOLS and EOCC was carvacrol (44.50%) and a-citral
(73.56%), respectively. Both EOs showed weak inhibitory activity (= 3,125.00 pg
mL1). Two bacterial isolates were able to produce biofilm, and EOLS and EOCC
acted upon the bacterial isolates to prevent biofilm formation. A bactericidal effect
was verified for EOLS in the previously consolidated biofilm for both isolates and
for EOCC in only one of the isolates. In general, EOLS had a synergistic effect
with florfenicol, while EOCF had an additive effect. Both EOs were able to
interfere with biofilm formation and did not have an antagonistic effect in
combination with florfenicol. The best results were found for EOLS, which showed
a synergistic effect with florfenicol and the ability to interfere in the formation of

consolidated biofilm. This study highlights the potential of EOLS and EOCC to



23

interfere in biofilm and act in synergy with florfenicol to reduce the occurrence of
A. hydrophila. Development of these compounds may contribute to the

development of herbal medicines in aquaculture.

Keywords: antimicrobial, aquaculture, biofilm, carvacrol, citral.
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INTRODUCAO

Muitas bactérias do género Aeromonas causam doencas em peixes e
outros animais (Dawood et al., 2021). Dentre estas, uma das mais conhecidas é
Aeromonas hydrophila. Ela uma bactéria gram-negativa, oportunista em
organismos produzidos na aquicultura, com grande capacidade de producao de
biofilme e formacdo de muitas micro colbénias, que podem ser encontradas nos
diversos tipos de sistemas aquicolas (Lynch et al., 2002; Li et al., 2019). Ela é
conhecida por causar uma diversidade de patologias em humanos como diarreia,
fascite necrosante e septicemia (Ran et al., 2018). Em peixes, ela é responsavel
por promover exoftalmia, dermatites, ascites, hemorragias cutaneas, destruicao
de nadadeiras, apatia e reducao de apetite, ocasionando em elevadas taxas de
mortalidade e grandes perdas econémicas no setor aquicola (De Souza et al.,
2019).

O setor aquicola tem apresentado um aumento de produgéo nos ultimos
anos devido as melhorias tecnolégicas nos sistemas de produgdo, avangos no
melhoramento genético, nutricdo e praticas de manejo, como melhores
condicdes para o cultivo de animais em altas densidades (sistemas
superintensivos) (Acar et al., 2019; Chung et al., 2020). No entanto, é
caracteristico destes sistemas superintensivos um aumento do estresse em
peixes e camarfes devido a reducdo de espaco e elevacdo dos niveis de
compostos nitrogenados (Lemos et al., 2018), o que pode provocar a supressao
do sistema imune e aumentar a susceptibilidade a doencas infecciosas
provocadas por bactérias oportunistas como as pertencentes ao género

Aeromonas (Harikrishnan et al., 2010; De Souza et al., 2017). O que pode
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desencadear o surto de doencas infecciosas junto com a morte de espécies
cultivadas (Dawood et al., 2021).

E comum o uso de compostos quimicos sintéticos (antibiticos) no
tratamento de doencas na aquicultura. Entretanto, antibiéticos apresentam
sérias desvantagens como alta toxicidade, contaminacdo do ambiente,
acumulacéo de residuos no pescado destinado ao consumo humano, risco de
selecdo de patdgenos resistentes (Bueno et al., 2017; De Souza et al., 2018) e
morte de bactérias benéficas a aquicultura, podendo ocasionar efeitos adversos
para a salde humana e ambiental. O florfenicol € um dos antibiéticos mais
utilizados na aquicultura (Barreto et al., 2018), devido a sua grande capacidade
bacteriostatica na prevencéo da sintese de proteinas bacterianas (Martins et al.,
2013). Contudo, a lixiviagao do florfenicol através de atividades relacionadas a
aquicultura representa um risco real a saude ambiental devido ao
desenvolvimento de bactérias resistentes a sua acdo (Binh et al., 2018). O
agravamento deste problema ocorre principalmente onde o controle por meio da
venda e fiscalizac&o é bastante falho, como ocorre em varios paises na Asia e
América Latina (Alday-Sanz et al., 2012).

Assim, a busca de produtos naturais que apresentem potencial para
reduzir ou substituir o uso dos aditivos sintéticos para o controle de doengas em
peixes e camardes tem se tornado cada vez mais importante (De Souza et al.,
2018).0Os o6leos essenciais (OEs) sao metabdlitos secundarios com enorme
potencial farmacolégico, que podem ser uma promissora alternativa terapéutica
na acao sinérgica com antibioticos, inclusive para inibir a formacéo de biofilmes
(De Souza et al., 2017). Eles tém potencial para serem usados na sintese de

novos medicamentos, uma vez que os OEs apresentam uma grande diversidade
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de compostos volateis que atuam em inUmeras atividades biol6gicas com efeitos
benéficos aos animais (Rodrigues et al., 2018). Dentre os seus beneficios
observados em organismos aquicolas, destacam-se atividade antimicrobiana,
antifangica, antiparasitaria, antioxidante, anestésica, sedativa,
imunomoduladora e promotora de crescimento (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008;
Teixeira et al., 2018, Cunha et al., 2018; De Souza et al., 2019). Os OEs podem
contribuir com acao antibacteriana nos sistemas aquicolas, uma vez que podem
bloguear a sintese de proteinas e DNA, romper a parede celular bacteriana e
interferir nos mecanismos de secre¢do de enzimas e sinalizacdo bacteriana
(Gyawali & Ibrahim, 2014).

Os OEs de Lippia sidoides (OELS) e Cymbopogon citratus (OECC) séao
produtos naturais com potencial de substituir ou serem utilizados de forma
sinérgica com aditivos sintéticos. Em estudos prévios o uso destes OEs mostrou
beneficios frente a A. hydrophila, mas tais estudos ndo avaliaram sua acdo
sinérgica com florfenicol, nem seu potencial contra a formacgéo de biofilme (De
Souza et al.,, 2018; Majolo et al., 2020). O OELS geralmente tem como
componentes majoritarios timol e carvacrol e o OECC comumente apresenta o
citral como seu composto majoritario. Em adicdo, ambos os OEs se destacam
por suas propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatorias, antimicrobianas,
antifingicas e antioxidantes (Al-Sagheer et al., 2017; Barbosa et al., 2017).

Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar os compostos dos OELS e
OECC, bem como avaliar sua acdo biocida, antibiofilme e sinérgica com o

antibiotico florfenicol contra Aeromonas hydrophila.

MATERIAIS E METODOS
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Comité de ética
Os experimentos foram realizados de acordo com o Comisséo de Etica
em Uso de Animais — CEUA, da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco

— UNIVASF, Petrolina, PE, Brasil (n°0017/280820).

Oleos essenciais

Os exemplares de L. sidoides e C. citratus foram cultivados no herbario
de plantas medicinais do Instituto Federal Sertdo Pernambucano (IF — Sertdo),
Zona rural de Petrolina, PE, Brasil. As coletas das amostras das plantas foram
realizadas em marco de 2018. Os OEs foram extraidos de folhas frescas das
plantas por hidrodestilacdo usando um aparato tipo clevenger por 2 h (European
Pharmacopeia, 2007) no Laboratério de Produtos Naturais do IF Sertdo PE. A
determinacdo da composi¢cdo quimica do OE foi realizada por cromatografia
gasosal/espectrotrometria de massa (CG/EM) no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacéo e Andlise do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamento
da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil.

A andlise de CG/EM foi realizada utilizando um cromatografo gasoso
acoplado a um espectrometro de massa (Shimadzu Coporation, Kyoto, Japéao),
e as condigdes utilizadas foram: coluna DB-5MS (Agilent tecnologies; 30 m x
0,25 mm x 0,25 um); gas hélio (99,999%) como gas carregador a um fluxo
constante de 1,1 mL/min; volume de injecéo de 1,0 uL com proporgéo de divisdo
do injetor de 1:10 a uma temperatura de 250 °C; modo de impacto de elétrons a
70 eV, temperatura das fontes de ions a 280 °C e temperatura da linha de

transferéncia a 260 °C. A temperatura do forno foi programada para 60 °C, com
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aumento progressivo de 3 °C por min até alcancar 240 °C. Uma mistura de
hidrocarbonetos lineares (C8H18 — C20H42) foi injetada nas mesmas condicdes
experimentais.

A identificacdo dos constituintes dos OEs foi realizada pela comparacéo
dos espectros obtidos com os do banco de dados do equipamento (Adams, 2009;
NIST, 2010) e pelo indice de retencdo de Kovats. Os dados foram adquiridos e
processados em PC com o software Shimadzu GC-MS Solution (Shimadzu
Corporation). Apés a extragcdo, os OEs foram estocados em frasco ambar a — 4

°C.

Teste de sensibilidade in vitro

Foram testados seis isolados de A. hydrophila da cole¢éo bacteriana do
Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF, Petrolina, PE,
Brasil. Os isolados bacterianos foram obtidos de tecidos (rim, tegumento e
intestino) de exemplares de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Uma amostra de cada OE com peso equivalente a 0,25 g foi pesada para
realizacdo do calculo de densidade e, em seguida, a amostra foi diluida em
metanol e dimetilsufoxido (1:1) formando uma solugéo estoque de 25.000 pg/mL.
A determinacdo da atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo e pela CBM (concentracdo bactericida minima),
realizadas conforme documento M07-A9 (CLSI, 2015). Este teste consistiu em
distribuir 200 pL de caldo Mdaller-Hinton (MHB) em placas de 96 pocos.
Inicialmente, foram adicionados 200 pL da solugcao estoque do OELS ou OECC
no primeiro po¢o, os quais foram homogeneizados e transferidos para 0s pogos

seguintes, onde obteve-se as seguintes concentragbes 12.500,0, 6.250,0,
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3.125,0, 1.562,5, 781,3, 390,6, 195,3, e 97,6 pug/mL.

Para o preparo do inéculo, as colénias em MHB foram utilizadas para
preparar uma suspencao bacteriana com turbidez equivalente ao padrdo de
McFarland 0,5, anteriormente estabelecido por espectrofotdmetro a 580 nm,
onde obteve-se a densidade Optica de 0,16 para isolados de A. hydrophila ou
7,64 x 108 CFU/mL (Unidades Formadores de Col6nias por mL). Uma amostra
de 20 pL da suspenséo foi inoculada nos pogos da microplaca contendo o OELS
ou OECC e o diluente (5 pL de metanol + 5 pyL de dimetilsuféxido). A placa foi
incubada a 27 °C durante 24 h em condi¢des aerdbias. Em seguida uma aliquota
de 10 pL foi semeada na superficie do MHB. Apés 24 h de incubacéo a 27 °C, o
MBC foi definido como a concentragdo mais baixa de OELS e OECC necessaria
para matar o inéculo bacteriano. A determinacao da atividade antimicrobiana do
diluente foi realizada através do controle positivo (bactérias + MHB) e controle

negativo (MHB).

Producéo de biofilme

Para a caracterizacao fenotipica da producédo do biofilme foi utilizado o
teste da violeta genciana. Para o controle negativo deste teste, uma cepa de
Escherichia coli DH5-alfa que nao forma biofilme foi usada ao lado de pogos que
continham apenas caldo triptona de soja estéril (TSB) (Merino et al., 2009). Os
experimentos foram realizados em diferentes periodos e quatro dos isolados
testados para ensaio in vitro ndo estavam mais disponiveis na colecao
bacteriana no momento desta andlise. Assim, para este teste, os dois isolados
restantes (RU5 e RU7) de A. hydrophila foram inoculados em 3 mL de TSB e

incubados a 27 °C por 24 h. Uma aliquota de 5 pL foi transferida para novas
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placas estéreis contendo 195 pL de TSB e reincubadas a 27 °C por 24 h. Apés
a reincubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de agua
destilada, e logo apés foram coradas com 200 yL de uma solucéo de violeta
genciana (0,25%) e expostas por 2,5 min a temperatura ambiente (25 °C). Em
seguida as placas foram lavadas em agua corrente e foram adicionados 200 uL
de alcool acetona (80:20).

A densidade optica (DO) de cada poco foi medida a 620 nm usando um
leitor de ELISA (Elisa Asys Expert Plus BioChrom, Cambridge, United Kingdom).
Apoés a leitura, as amostras foram classificadas como positivas ou negativas para
a formacgédo de biofilme. Com base na média do controle negativo (Dnc), 0S
microrganismos poderiam ser classificados como biofilme ndo formador (ODs <
ODnc), fraco (ODnc < ODs < (2 x ODnc)), moderado ((2 x ODnc) < ODs < (4 x
ODnc)) ou forte ((4 x ODnc) < produtores de biofilme ODs) (Merino et al., 2009).

A DO do meio de cultura foi de 0,07. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Atividade do antibiofilme

A interferéncia na producdo de biofilme foi adaptada do protocolo de
Nostro et al. (2007). Os isolados de A. hydrophila (RU5 e RU7) formaram
capacidade fraca de formar biofilme. Eles foram submetidos a OELS e OECC
para avaliar sua influéncia sobre a fase inicial de formagéo do biofilme, bem
como na formacao do biofilme consolidado. Os isolados foram utilizados devido
a sua resposta a um produto natural (OELS e OECC), os quais podem ser
reduzidos para nao produtor.

O in6culo bacteriano foi cultivado em um tubo com 3 mL de TSB (0,25%)

por 24 h a 27 °C. Para a avaliacao da interferéncia de OELS e OECC no biofilme
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consolidado, uma aliquota de 100 pL da suspensao bacteriana foi adicionada em
microplacas de 96 pocos. Logo apés foi adicionado uma solucédo que continha o
equivalente a metade do valor de CBM observado na microdiluicdo da placa e,
em seguida, a placa foi incubada a 27 °C durante 24 h antes da formacao do
biofilme. Passado o periodo de incubagéo os pogos foram corados com 100 pL
de violeta genciana (0,25%) por 5 min. Entdo as microplacas foram lavadas trés
vezes com 200 pL de agua destilada para remocao de células néo ligadas. A DO
foi determinada apods a adi¢do de cada OE nos periodos de 0 e 24 h. A leitura foi
realizada no tempo 0 h. Em seguida 200 pL da solu¢do que continha cada OE,
equivalente & metade do valor de CBM observado na microdiluicdo em placa,
forma adicionados e incubados e a leitura foi realizada apos 24 h. A interferéncia
de OELS ou OECC no biofilme consolidado foi definida pela equacao: DO média
0 h/ DO média 24 h x 100.

Para o controle negativo e para o controle do processo (que visa verificar
possivel contaminacéo) foi utilizado o TSB estéril. A DO foi medida a 620 nm em
um leitor de microplacas ELISA e os ensaios foram realizados em triplicata. A
interferéncia de cada OE no biofilme foi realizada apés comparacéo da formacéao
inicial do biofilme com a formacgé&o do biofilme apds o uso do OELS ou OECC

(Nostro et al., 2007).

Efeito sinérgico dos 6leos essenciais com florfenicol

A padronizagédo da suspenséo bacteriana foi realizada a partir de uma
cultura incubada por 24 h em MHB adicionada de solucéo salina tamponada com
fosfato estéril pH 7,0 até atingir uma turbidez de uma solugcdo padrdo de

McFarland 0,5 (equivalente a uma suspenséao 1 x 108 UFC/mL). Em seguida, 100
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uL de MHB foi adicionado a todos os pocos. Na linha A foi adicionado 100 pL de
antibiotico florfenicol (2 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) em uma
concentracdo quatro vezes maior do que a concentracao inibitéria minima (CIM)
para realizar a diluicdo em série até a linha H. Na coluna 1 foram adicionados
100 pL da solucao correspondente ao produto natural na concentracado de 8
vezes superior a CIM para realizar a diluicdo serial até a coluna 10. Nos pogos
All, B11 e C11 foram adicionados 10 pL de solugcdo bacteriana e 100 pL de
MHB (controle positivo). Nos pocos Al12, B12, C12 foram adicionados 100 pL de
MHB (controle negativo). Em seguida foram incubadas a 27 °C durante 24 h.
Ap6s o periodo de incubacdo, 20 pL de uma solucdo de cloreto de
trifeniltetrazolio foram adicionados em todos 0s pocos.

O indice de fracéo inibitério (IFI) foi calculado usando a seguinte equacéo: IFl
produto natural = CIM combinado/CIM isolado ou antibiotico IFI = CIM
combinado/CIM isolado. A soma dos IFls (2IFlI = IFI produto natural + IFI
antibiético) foi utilizada para classificar os efeitos por meio da equacao:
Sinergismo = ZIFI < 0,5; aditivo = 0,5 < ZIFl < 1; indiferente = 1 < ZIFI < 2; e

antagonismo = 2IFl > 2 (adaptado de Lee et al., 2012).

RESULTADOS

Foram identificados 52 componentes quimicos no OELS correspondendo
a 100% do total, onde os componentes majoritarios encontrados foram o
carvacrol (44,50%), p-cymene (14,06%) e thymol (7,99%) (Tabela 1). Para o
OECC foram identificados 46 componentes quimicos correspondente a 99,61%

do total, onde a-citral (73,56%), myrcene (12,65%) e o geraniol (3,51%) foram
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identificados como compostos majoritarios (Tabela 2).

A eficacia bactericida dos OELS e OECC foi estimada pelo método de
CBM que mostrou que os isolados de A. hydrophila foram sensiveis para
concentracfes de 3.125 (50,00%) e 6.250 (50,00%) pug/mL de OELS. Para a
atividade bactericida do OECC, foi verificado sensibilidade dos isolados de A.
hydrophila nas concentracdes de 3.125 (33,33%), 6.250 (16,67%) e 12.500

(50,00%) pg/mL (Fig. 1).

Tabela 1. Composi¢édo quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides. TR = Taxa
de retencdo. IRL = indice de retencéo na literatura (Adams, 2009; NIST, 2010).

Composicdo quimica TR IRL Area
(%)
a-Thujene 3,458 902 1,41
o-Pinene 3,585 948 0,35
3-butenyl propyl ether 3,640 783 0,02
3-Ethyl-3-methyl-2-pentanone 3,773 868 0,03
Sabinene 4,172 928 0,40
B-Pinene 4,263 943 0,24
Octan-3-one 4,305 952 0,04
Myrcene 4,389 958 1,64
2-Ethylhexanol 4,445 979 0,04
(32)-Hexenyl acetate 4,636 992 0,01
a-Phellandrene 4,699 969 0,20
a-Terpinene 4,919 919 2,51
p-Cymene 5,075 1042 14,06
Limonene 5,156 1018 0,40
Eucalyptol 5,226 1032 1,46
trans-p-Ocimene 5,473 976 0,34
y-Terpinene 5,762 998 12,43

trans-Sabinene hydrate 5,947 1041 0,23




(E)-Myroxide
cis-B-Terpineol
cis-p-menth-2-en-1-ol
(S)-ipsdienol
Ethanone,
(methylenecyclopropyl)-
Terpin Hydrate
3-Thujen-2-one
(-)-4-Terpineol

a-a-4-Trimethyl-benzenemethanol

a-Terpineol
[1,1-Bicyclopentyl]-2-one
2-(2-octenyl)-Cyclopentanone
Nerol

Thymol methyl ether
B-citral

Thymol

Carvacrol

(-)-B-Elemene
3-Allylguaiacol

Carvacryl acetate
a-Copaene
(E)-Caryophyllene
a-Chamigrene
trans-a-Bergamotene
Aromadendrene
Dihydropseudoionone
a-Humulene
3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole
Bicyclogermacrene
[-Bisabolene

d-Cadinene

Elemol

6,446
6,620
7,176
7,697
8,040

8,298
8,444
8,566
8,736
8,891
9,144
9,609
9,775
9,964

10,899

11,521

11,836

12,704

13,230

13,574

13,740

14,909

15,055

15,227

15,406

15,604

15,777

16,499

16,869

17,064

17,490

18,132

1140
1158
1109
1120
1184

1282
1073
1137
1197
1143
1273
1085
1228
1231
1174
1289
1298
1431
1392
1421
1221
1494
1512
1430
1386
1420
1579
1417
1603
1500
1469
1522

0,29
0,44
0,05
1,11
0,03

0,06
0,09
0,83
0,07
0,19
0,03
0,03
0,01
0,36
0,97
7,99
44,50
0,05
0,07
0,28
0,12
3,56
0,03
0,02
0,13
0,02
0,20
0,83
0,65
0,09
0,10
0,07

34
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Spathulenol 18,886 1536 0,28
Caryophyllene oxide 19,035 1507 0,64
Total 100,00

Tabela 2. Composicéo quimica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus. TR
= Taxa de retencdo. IRL = indice de retencao na literatura (Adams, 2009; NIST,
2010)

Composicédo quimica TR IRL Area

(%)
B-Pinene 3,385 943 0,02
a-Thujene 3,456 902 0,03
1-(3-ethyloxiranyl)-Ethanone 3,773 868 0,02
Vinyl amyl carbinol 4,170 969 0,05
Sulcatone 4,308 938 0,71
Myrcene 4,391 958 12,65
1,5-dimethyl-1,5-Cyclooctadiene 5,145 1103 0,01
B-Ocimene 5250 976 0,47
2,5,5-trimethyl-1,6-Heptadiene 5,600 888 0,08
Seudenone 5,729 962 0,03
1,2-Oxolinalool 6,036 1182 0,06
(E)-Myroxide 6,445 1145 0,17
Linalool 6,595 1101 1,00
Myrtanal 6,810 1126 0,10
5-(methylenecyclopropyl)-1-Pentanol 6,963 1128 0,10
2,3,4,5-Tetramethyl-2-cyclopentenone 7,473 1054 0,03
B-citral 7,667 968 0,49
trans-Chrysanthemol 7,861 1230 0,37
2,6-dimethyl-1,5,7-Octatrien-3-ol 7,965 1120 0,06
Isogeranial 8,146 1136 1,08
Rosefurane epoxide 8,415 1177 0,01
Isogeranial 8,597 948 1,83
Lilac aldehyde C 8,952 1197 0,18

Estragole 9,065 1172 0,04




[1,1'-Bicyclopentyl]-2-one
cis-Carveol
6,7-Dihydrogeraniol
2,3-epoxygerianial
Geraniol
a-citral
Epoxy-linalooloxide
Undecan-2-one
Geranyl formate
5-Hexenyl laurate
Geranic acid
trans-2-[2'-(2"-Methyl-1"-
propenyl)cyclopropy
Geranyl acetate
Verbenone
(E)-Caryophyllene
a-cis-Bergamotene
2-Tridecanone
Caryophyllene oxide
Selina-6-en-4-ol

m-Camphorene

trimethylsilyl ester-Palmitic acid

Adipic acid
Oleoyl chloride
Total

9,148
9,300
9,767
9,923
10,457
10,954
11,303
11,452
11,691
12,688
13,107
13,638

13,800
14,820
14,901
15,230
16,665
19,033
19,874
27,023
28,812
35,172
35,680

1273
1206
1179
1215
1228
1174
1224
1251
1349
1986
1342
1056

1380
1119
1494
1430
1449
1507
1593
1940
1987
2414
2131

0,05
0,05
0,31
0,10
3,51
73,56
0,35
0,31
0,02
0,05
0,21
0,07

0,66
0,03
0,15
0,03
0,24
0,07
0,08
0,03
0,05
0,04
0,03
99,61
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Figura 1. Concentracdo minima de bactérias (MBC) dos 0leos essenciais de
Lippia sidoides (OELS) e Cymbopogon citratus (OECC) contra Aeromonas

hydrophila (n = 6).

No teste para determinar a habilidade de producdo de biofilme, dois
isolados de A. hydrophila apresentaram capacidade de produzir biofilme, sendo
tais cepas bacterianas classificadas com fraca capacidade de produzir biofilme

(Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo dos isolados de Aeromonas hydrophila para producao

de biofilme.

Isolado OD Classificagcéo
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RUS 0,86 Fraco
produtor

RU7 0,81 Fraco
produtor

Os isolados de A. hydrophila RU5 e RU7 foram classificados como nao
produtor e fraco produtor de biofilme para o OELS (OD = 0,065 e 0,087,
respectivamente). Para OECC, ocorreu o inverso, onde os isolados de A.
hydrophila RU5 e RU7 foram classificados como fraco produtor e n&o produtor

de biofilme para o OELS (OD = 0,082 e 0,067, respectivamente) (Tabela 4).

Tabela 4. Interferéncia dos Oleos essenciais de Lippia sidoides (OELS) e
Cymbopogon citratus (OECC) na formacdo de biofilme em Aeromonas
hydrophila isolados que foram previamente classificados como fracos produtores

de biofilme. OD = densidade optica.

Isolado OELS

OD Classificagéo

RU5 0,065 Nao produtor

RU7 0,087 Fraco
produtor
Isolado OECC

OD Classificacéo

RUS5 0,082 Fraco
produtor

RU7 0,067 Nao produtor
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Foi verificado efeito bactericida no biofilme previamente consolidado para
OELS, pois ocorreu uma reducao da DO durante o periodo compreendido entre
0 e 24 h (20,00 e 13,21%, respectivamente para RU5 e RU7). Para o OECC,
apenas RU7 causou uma reducado da DO (55,10%) durante o mesmo periodo (0
a 24 h), o que nao ocorreu para RU5, onde a DO aumentou neste mesmo periodo

(185,71%) (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade dos Oleos essenciais de Lippia sidoides (OELS) e
Cymbopogon citratus (OECC) no biofilme consolidade de Aeromonas hydrophila.

OD = densidade optica.

Isolado OELS

DOaOh DOaz24h DO24h-0h

(%)
RUS5 0,005 0,001 20,00
RU7 0,053 0,007 13,21

Isolado OECC

DOaOh DOaz24h DO24h-0h

(%)
RU5 0,021 0,039 185,71
RU7 0,049 0,027 55,10

Em relagédo ao potencial sinérgico com o antibiotico florfenicol, verificou-
se que EOLS apresentou um efeito aditivo (ZIFl = 0,75) e dois efeitos sinérgicos

(ZIF1=0,18 € 0,25) e que EOCC apresentou dois efeitos aditivos (0,50 e 0,62) e
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um efeito indiferente (1,50). Em geral, OELS apresentou efeito sinérgico com

florfenicol, enquanto EOCC apresentou apenas efeito aditivo (Tabela 6).

Tabela 6. indice de frac&o inibitoria (IF1) usada para determinar o efeito sinérgico
entre 6leos essenciais de Lippia sidoides (OELS) e Cymbopogon citratus
(OECC) e florfenicol em Aeromonas hydrophila. CMB = Concentragdo minima

de bactérias.

Substéncia CMB (ug/mL) IFI ZIFI

testada

Isolad Combinad

0 0
OELS 6.250 1.562,50 0,25 0,75
Florfenicol 63,50 31,75 0,50
OELS 3.125 781,25 0,13 0,25
Florfenicol 0,312 0,078 0,12
OELS 6.250 390,62 0,06 0,18
Florfenicol 0,625 0,078 0,12
OECC 12.50 12.500 1,00 1,50

0
Florfenicol 63,50 31,75 0,50
OECC 3.125 3.125 0,50 0,62
Florfenicol 0,312 0,078 0,12
OECC 6.250 15625 0,25 0,50

Florfenicol 0,625 0,16 0,25
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DISCUSSAO

Carvacrol e a-citral foram os principais componentes quimicos de OELS
e OECC, respectivamente. No presente estudo, estes compostos (isolados ou
em interacdo com compostos minoritarios) desencadearam a atividade
antibacteriana verificada contra A. hydrophila. Isto se deve a atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiviral e antifUngica de carvacrol
e a-citral, além deles serem considerados promotores de saude na industria
alimenticia (Saddiq & Khayyat, 2010; Lima et al., 2013; Chueca et al., 2014;
Sharifi-Rad et al. 2017, Sutili et al., 2019).

O OELS é rico principalmente em thymol e carvacrol, compostos que
apresentam atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias (Guimaraes et
al., 2015). Em nosso estudo, carvacrol (44,50%) foi o composto quimico
predominante e timol foi apenas o terceiro composto mais abundante (7,99%).
Em geral, para OELS com plantas cultivadas na mesma regido do nosso estudo
(Nordeste do Brasil), thymol tem sido encontrado como seu principal constituinte
guimico (Guimarées et al., 2015; Marchese et al., 2016). Apesar disso, existem
outros estudos para a mesma regido que, de forma similar ao corrente estudo,
encontraram carvacrol como principal composto de OELS (Lima et al., 2011;
Farias-Junior et al 2012; Guimaraes et al., 2014).

Farias-Junior et al. (2012) mostraram que OELS ricos em timol ou em
carvacrol tem atividade leishmanicida e o OELS rico em carvacrol foi mais eficaz
do que o OELS rico em timol. Os efeitos antibacterianos do carvacrol sdo

atribuidos a sua capacidade de permeabilizar e despolarizar a membrana
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citoplasmatica, aumentando os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
induzindo danos a membrana em bactérias (Li et al., 2014).

Semelhante ao carvacrol, o citral causa danos oxidativos ao DNA
bacteriano pela formacéo de ROS (Chueca et al., 2014). A acao antibacteriana
de OECC deve-se principalmente a citral (uma mistura natural dos isbmeros a-
citral e b-citral), sua principal substancia quimica (Oliveira et al., 2010; Millezi et
al., 2013; Al-Sagheer et al., 2018; Shendurse et al., 2021). Em nosso estudo
chama a atencdo ao baixo percentual de b-citral (0,97%) presente no OECC,
embora, em termos gerais, similarmente aos estudos previamente citados, citral
foi o composto majoritario devido ao alto percentual de a-citral (73,56%)
encontrado em sua composi¢ao quimica.

Valores de concentragdo inibitéria minima (MIC) acima de 3000 pg/mL
sao consideradas de fraca atividade (Sartorato et al., 2004). No corrente estudo,
todos os isolados de A. hydrophila testados apresentaram sensibilidade acima
deste valor, o que demonstra que ambos os OEs do nosso estudo demonstraram
fraca atividade contra esta bactéria. Em geral, atividades antimicrobianas séo
baseadas em MIC, cujos valores sdao menores do que aqueles encontrados em
MBC (De Souza et al.,, 2017) e, portanto, os isolados testados poderiam
apresentar valores mais baixos, o que indicaria uma melhor capacidade de
resposta de OELS e OECC contra A. hydrophila.

A eficiencia de cada OE depende da mistura e propor¢cdo das
composi¢des quimicas dos compostos bioativos, que mudam sazonalmente,
além de diferirem também devido a outros fatores, como caracteristicas
ambientais do local de cultivo, parte da planta extraida e época do ano e método

de extracdo do OE (Limma Netto et al., 2017; Cunha et al., 2018; Dawood et al.,
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2021). Provavelmente devido a tais divergéncias, outros estudos podem
encontrar efeitos mais promissores quanto a acdo antimicrobiana de OEs de
plantas do mesmo género daquelas usadas em nosso estudo.

Majolo et al. (2017) verificaram efeito inibitério moderado para OELS e
efeito inibitério fraco para os OEs de Lippia alba e Lippia origanoides, contra A.
hydrophila. Por outro lado, outros estudos verificaram forte atividade contra A.
hydrophila do OE de L. origanoides (Bandeira Junior et al., 2019) e moderada
atividade contra Aeromonas spp. do OE de L. alba (Suitilli et al., 2015; De Souza
et al., 2017). Foi encontrado para OECC um forte efeito inibitério contra A.
hydrophila e também contra Aeromonas spp., Aeromonas salmonicida, e
Aeromonas veronii (Starliper et al., 2015). Os OEs de Cymbopogon nardus e
Cymbopogon flexuosus tiveram alto efeito inibitério contra A. hydrophila e
Aeromonas spp., respectivamente (Wei & Wee, 2013; De Souza et al., 2018).

Muitos Oleo essenciais contém compostos fendlicos que sao responsaveis
por seus efeitos antimicrobianos e os mecanismos de a¢ao dependem de sua
composicdo (Cunha et al., 2018). O carater lipofilico dos compostos OE permite
gue eles penetrem na membrana celular, podendo afetar a sintese de lipidios da
membrana. Consequentemente, isto pode alterar a estrutura e a fluidez da
membrana (Bouyahya et al., 2017), provocando vazamento, dissolugcédo e/ou
coagulacao de compostos celulares e deixando proteinas de membrana ATPase
mais permeaveis a liberacdo de moléculas ou ions essenciais (Bakkali et al.,
2008), causando morte bacteriana.

Citral tem consideravel atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (Saddig & Khayyat, 2010) e o seu principal modo de

acao esta relacionado a sua interagdo com lipidios a membrana celular,
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causando vazamento de potassio e constituintes celulares que podem levar a
morte celular (Bard et al., 1988; Scariot et al.,, 2021). Citral altera o pH
intracelular, a integridade e o potencial da membrana e a concentracdo de ATP
intracelular (Chueca et al., 2014; Shi et al., 2016). Em adi¢ao, o citral modifica as
paredes celulares das leveduras, aumentando sua suscetibilidade a atividade da
glucanase (Scariot et al., 2021).

O carvacrol, como outros terpenoides, afeta a permeabilidade da
membrana, bem como proteinas de membrana e enzimas periplasmaticas
(Sharifi-Rad et al., 2017). O carvacrol reduz o ATP intracelular ao inibir o sistema
de transporte de elétrons, o que resulta em destruicdo da membrana celular e
consequente morte celular apds vazamento macico de ions (Mittal et al., 2019).
Carvacrol e seus derivados tém grupo hidroxila livre e elétrons deslocalizados
gue podem ser responsaveis pela troca de ions H* no citoplasma e ions K* no
meio extracelular (Bem Arfa et al., 2006; Burt et a., 2007).

Geralmente, bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos OEs do que
as Gram negativas devido aos &acidos lipoteicéicos e peptidioglicanos nas
membranas celulares que podem facilitar a penetracdo de compostos
hidrofobicos do OE (Zanetti et a., 2015), os quais podem agira tanto na parede
celular, quanto no meio intracelular (Nazzaro et al., 2013). A maior resisténcia
das bactérias Gram-negativos é explicada devido a presenca de uma membrana
extra (composta por uma camada dupla de fosfolipidios ligados a camada de
peptidoglicano por lipopolissacarideos) na parede celular das bactérias Gram-
negativas. Apesar disso, algumas moléculas hidrofébicas podem penetrar na
célula por meio de proteinas porinas que formam canais cheios de agua

distribuidos por toda a parede celular (Nikaido 1994; Nazzaro et al. 2013).
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De acordo com Rasmussen-lvey et al. (2016), a viruléncia em A.
hydrophila € multifatorial, acompanhada pela alta capacidade de formacéo de
biofilme. Biofilmes sdo ecossistemas microbiolégicos embutidos em matrizes de
polimeros organicos e aderidos a uma superficie (Millezi et al. 2013). A
capacidade das bactérias de resistir aos antimicrobianos pode ser aumentada
de 10 a 1.000 vezes pela presenca de biofilme, o que consequentemente
aumenta seus danos ao sistema imunolégico do hospedeiro (Clutterbuck et al.,
2007) e reduz o potencial de agdo de antibioticos, uma vez que os biofilmes
apresentam maior tolerancia e resisténcia a estes compostos sintéticos,
dificultando o tratamento de infec¢gbes (Wu et al., 2014). Isto demonstra que a
formacao de biofilme interfere na viruléncia da cepa. A resisténcia causada por
biofilmes possivelmente se deve a presenca de polissacarideos que revestem e
protegem o microrganismo de agentes externos (Clutterbuck et al., 2007).

Notavelmente as consequéncias da presenca de biofilme no meio
aquicola aumentam a capacidade de danos geradas pelas bactérias, conforme
observado na alta suscetibilidade das redes de pesca em gaiola & formacgéo de
biofilme (Ashraf & Edwin 2016). Em nosso estudo, ambos os OEs apresentaram
capacidade de inibir a formacdo de biofilme e inclusive foram eficazes para
reduzir o biofilme consolidado (com destaque para OELS), os quais sao mais
dificeis de controlar (De Souza et al., 2017). Apesar disso, o ideal é prevenir a
formacado do biofilme e evitar danos mais severos aos animais causados pelo
biofilme consolidado. Os danos a parede bacteriana causados por OEs podem
reduzir a capacidade de fixacdo e comprometer o estagio inicial de formacéo do
biofilme (Burt, 2004). Os OEs também podem atuar nos sistemas de deteccéo

de quorum sensibilidade (mecanismo pelo qual a populacdo bacteriana mede
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sua densidade celular), reduzindo a coordenacdo das interacbes bactéria-
bactéria responsaveis pela formacdo de biofilme, esporulacdo e acasalamento
(Nazzaro et al., 2013; Bouyahya et al., 2017). Similarmente, estudos anteriores
verificaram a capacidade de OE. de L. alba (De Souza et al., 2017) OECC (Millezi
et al., 2013) e citral e carvacrol (Bandeira Junior et al., 2018) em evitarem a
formacéao de biofilmes de Aeromonas spp.

A atividade antimicrobiana de OEs combinados com antibidticos
convencionais pode apresentar efeitos benéficos, que permitem potencializar o
efeito antimicrobiano e permitir que antibioticos j& ineficazes voltem a ser
eficazes (De Souza et al.,, 2017) ou possam ser usados em menores
concentragcbes (De Souza et al., 2018). Esta mistura também tem um efeito
sinérgico na destruicao de leveduras e biofilmes bacterianos (Pirog et al., 2019).
Isso provavelmente reduz a probabilidade de surgimento de resisténcia
microbiana. Em adic&o, Barreto et al. (2018), verificou que o revestimento com
Oleo vegetal € um método eficiente para reduzir a lixiviagdo do florfenicol. Na
presenca de OE, o antibidtico entra rapidamente na célula microbiana,
precedendo a ativacdo da resisténcia patogénica e, portanto, ndo é desativado
(Owen & Laird, 2018; Vitanza et al., 2018), rompendo a integridade da membrana
citoplasmatica, o que reduz a possibilidade de surgimento de microrganismos
resistentes (Pirog et al., 2019).

No presente estudo, nenhuma das combinacdes testadas teve efeito
antagodnico com florfenicol, demonstrando ser possivel estabelecer uma terapia
combinada. O OELS apresentou efeito sinérgico com florfenicol e reduziu as
concentragcdes eficazes de antimicrobianos, demonstrando que ele poderia

contribuir para a reducao da resisténcia bacteriana ao antibiotico. O OECC, por
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sua vez, apresentou efeito aditivo e demonstrou potencial para o tratamento de
doencas bacterianas. Similarmente, Bandeira Junior et al. (2018) verificaram que
citral e carvacrol tiveram efeito aditivo com florfenicol contra A. hydrophila. Uma
combinacédo de OE de L. alba com florfenicol contra Aeromonas spp. também
demonstrou efeito sinérgico benéfico (De Souza et al., 2017). Em uma visao
geral, a combinacdo de OEs e antibidticos pode aumentar a eficacia dos

antibioticos contra patégenos e reduzir seus efeitos colaterais (Mittal et al., 2019).

CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana contra A. hydrophilla foi influenciada por
carvacrol e a-citral, principais componentes de OELS e OECC, respectivamente.
Ambos os OEs foram capazes de interferir na formacdo do biofilme e né&o
apresentaram efeito antagoénico em combinacdo com florfenicol. Em adicéo,
OELS rico em citral apresentou efeito sinérgico com florfenicol, além dele ter
apresentado uma maior capacidade para reducdo de biofilme consolidado
comparado ao OECC. Portanto, ambos os OEs, mas principalmente OELS,
podem ser uma importante alternativa para o desenvolvimento de fitoterapicos

para o tratamento de doencgas infecciosas causadas por bactérias na aquicultura.
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Oleo essencial de Lippia sidoides na dieta de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum): desempenho, variaveis hematolédgicas e

biogquimicas e enzimas intestinais

RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacao dietética de 6leo

essencial de Lippia sidoides (OELS) em relacdo ao desempenho de crescimento,
variaveis hematoldgicas e bioquimicas e enzimas digestivas em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum). Cinco dietas com niveis crescentes de
OELS foram avaliadas (0,0 (grupo controle); 0,25; 0,50; 1,00 e 1,50 mL kg dieta
1) por 60 dias. Carvacrol foi o composto quimico majoritario (44,50%). A
suplementacgédo de 0,50 mL OELS kg dieta* promoveu melhoria nas variaveis de
desempenho e aumentou os valores de hematdcrito, taxa de hemoglobina,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, glicose plasmatica, glicogénio
hepatico e muscular dos juvenis. Dietas suplementadas com 1,00 e 1,50 mL de
OELS kg dieta! aumentaram os niveis de triglicérides, albumina, lisozima e
alanina aminotransferase (ALT) plasmatica, além de atividade das enzimas
intestinais amilase e lipase em tambaqui. O aumento dos niveis de OELS na
dieta dos peixes reduziu a atividade da protease alcalina intestinal. Em
conclusdo, a inclusdo de 0,50 a 1,00 mL OELS kg dieta™* demonstrou melhorar
ganho de crescimento, metabolismo, parametros hematolégicos e atividade de
lisozima plasmaética e das enzimas intestinais amilase e lipase em juvenis de

tambaqui.

Palavras-chave: carvacrol, ganho de crescimento, parametros hematoldgicos,

lisozima, suplementacao dietética.
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Essential oil from Lippia sidoides in the diet of juveniles of tambaqui
(Colossoma macropomum): performance, hematological and biochemical
variables, and intestinal enzymes

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of dietary supplementation of
essential oil from Lippia sidoides (EOLS) in relation to growth performance,
hematological and biochemical variables, and digestive enzymes in tambaqui
juveniles (Colossoma macropomum). Five diets with increasing levels of EOLS
were evaluated (0.0 (control group), 0.25, 0.50, 1.00, and 1.50 mL kg diet™*) for
60 days. Carvacrol was the major chemical compound (44.50%).
Supplementation of 0.50 mL OELS kg diet promoted improvement in growth
performance variables and increased hematocrit, hemoglobin rate, mean
corpuscular hemoglobin concentration, plasma glucose, liver and muscle
glycogen values in juveniles. Diets supplemented with 1.00 and 1.50 mL EOLS
kg diet-1 increased plasma triglyceride, albumin, lysozyme and alanine
aminotransferase (ALT) levels, in addition to intestinal amylase and lipase
enzyme activity in tambaqui. Increasing EOLS levels in fish diets reduced
intestinal alkaline protease activity. In conclusion, the inclusion of 0.50 to 1.00 mL
OELS kg diet! has been shown to improve growth gain, metabolism,
hematological parameters, and plasma lysozyme and intestinal amylase and

lipase enzyme activity in tambaqui juveniles.

Keywords: carvacrol, growth gain, hematological parameters, lysozyme, dietary

supplementation.
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INTRODUCAO

A aquicultura fornece alimentos nutritivos para a humanidade e gera
oportunidades de emprego que contribuem para o crescimento econémico e
social da populacdo (Subasinghe et al.,, 2009). Ela €& caracterizada
principalmente por sistemas de producéo intensivos e superintensivos. Em
varias regides do mundo, condicdes de adensamento e praticas inadequadas de
manipulacdo sdo comuns nestes sistemas de cultivo (Valadao et al., 2016; Lopes
et al.,, 2018) e podem prejudicar o crescimento e bem-estar das espécies
aguaticas. Portanto, com o manejo preventivo da saude por meio de praticas
alimentares, os peixes podem utilizar preferencialmente a energia para o
crescimento e reduzir a utilizacdo de energia bioldgica destinada a outras
funcdes, tais como reparo tecidual e reestabelecimento da homeostase
(Gholipourkanani et al., 2017; Sutili et al., 2018; De Souza et al., 2019a,b, Chung
et al., 2021a,b).

O tratamento dietético € a maneira preferida para a administracdo de
produtos terapéuticos aos peixes, gerando beneficios a saude em exemplares
de todas as faixas de tamanho e fases da vida (Brasil et al., 2019), o que
contribuiu para a melhora de seu metabolismo e crescimento. Neste sentido,
produtos derivados de plantas, como 6leos essenciais, quando incorporados a
dietas de peixes podem fornecer compostos bioativos com capacidade de
apresentar beneficios para variaveis hematolégicas e bioquimicas (Bulfon et al.,
2015), bem como para promogéao de crescimento (Sutili et al., 2018). Além disso,
sdo produtos biodegradaveis sem efeitos colaterais em peixes (Klatte et al.,
2017; De Souza et al.,, 2019a, b). Estudos prévios com estes compostos ja

demonstraram que eles atuam como promotores de crescimento, melhoram o
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aproveitamento de alimentos e o estado de salude, aumentam a resposta imune
e a capacidade antioxidante dos tecidos e apresentam efeitos antimicrobianos
nestes animais (Al-Sagheer et al., 2017; Zeppenfeld et al., 2017; De Souza et al.,
2019a, b; Lopes et al., 2019; Chung et al., 2021a, b). Assim, o uso de 6éleos
essenciais como aditivos na alimentacéo de peixes é uma alternativa promissora
para a nutricdo de peixes.

Popularmente conhecido como alecrim-pimenta, alecrim de vaqueiro ou
alecrim-grande, Lippia sidoides (Cham. (syn. L. origanoides)) (Verbenacea) é
uma planta comumente encontrada na regido semiarida do nordeste do Brasil.
O género Lippia spp. tem interesse farmacolégico devido aos seus compostos
guimicos que apresentam atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antisséptica,
antimicrobiana, antiparasitaria e anestésica em peixes (Monteiro et al., 2007;
Veras et al., 2014; Guimaraes et al., 2015; Soares et al., 2016, 2017; Ventura et
al., 2019, Felix e Silva et al., 2022). Beneficios do uso do 6leo essencial de L.
sidoides (OELS) como antimicrobiano (in vitro) (Marco et al., 2012; Felix e Silva
et al., 2022), anti-helmintico em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(Hashimoto et al., 2016) e promotor de crescimento em carpa comum (Cyprinus
carpio) (Brasil et al., 2019) ja foram relatados em estudos prévios.

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie nativa da Bacia
Amazénica de habito alimentar onivoro que apresenta potencial de produc¢ao
devido a sua rusticidade, adaptacéo a dietas artificiais, reproducédo em cativeiro
e rapido crescimento (Rodrigues et al., 2018; Souza et al., 2022). Trata-se da
segunda espécie mais produzida no Brasil (18.2%), sendo que em 2020 foram
produzidas mais de 10 mil ton desta espécie (IBGE, 2020). Portanto, de acordo

com os resultados positivos ja relatados para peixes alimentados com dietas
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suplementadas com 6leos essenciais contendo Lippia spp., inclusive OELS, este
estudo objetivou avaliar o efeito do OELS como promotor de crescimento e bem-
estar (variaveis hematoldgicas e metabdlicas e atividade de enzimas digestivas)

para juvenis de tambaqui.

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial de Lippia sidoides

Exemplares de L. sidoides foram cultivados na regido nordeste do Brasil
no setor de plantas medicinais do Instituto Federal Sertdo Pernambucano — Zona
Rural (IF Sertdo PE), Petrolina, PE. Amostras da planta foram coletadas em
marco de 2018. O OELS (densidade de 0,91 g mL?) foi extraido de folhas frescas
das plantas por hidrodestilagdo usando um aparato tipo clevenger durante 2 h
(European Pharmacopeia, 2007) no Laboratério de Produtos Naturais do IF
Sertao PE.

A determinagdo da composi¢cdo quimica do 6leo essencial foi realizada
por cromatografia gasosa/espectrotrometria de massa (CG/EM) no Laboratério
Multiusuario de Caracterizacao e Analise do Instituto de Pesquisa em Farmacos
e Medicamento da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil. A
andlise de CG/EM foi realizada utilizando um cromatografo gasoso acoplado a
um espectrometro de massa (Shimadzu Coporation, Kyoto, Japéo), e as
condicdes utilizadas foram: coluna DB-5MS (Agilent tecnologies; 30 m x 0,25 mm
x 0,25 um); gés hélio (99,999%) como gas carregador a um fluxo constante de
1,1 mL mint; volume de injecdo de 1,0 uL com proporcédo de divisdo do injetor

de 1:10 a uma temperatura de 250 °C; modo de impacto de elétrons a 70 eV;
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temperatura das fontes de ions a 280 °C e temperatura da linha de transferéncia
a 260 °C. A temperatura do forno foi programada para 60 °C, com aumento
progressivo de 3 °C por minuto até alcancar 240 °C. Uma mistura de
hidrocarbonetos lineares (C8H18 — C20H42) foi injetada nas mesmas condicdes
experimentais.

A identificacdo dos constituintes do Oleo essencial foi realizada pela
comparacao dos espectros obtidos com os do banco de dados do equipamento
(NIST, 2010) e pelo indice de retengéo de Kovats. Os dados foram adquiridos e
processados em PC com o software Shimadzu GC-MS Solution (Shimadzu
Corporation). Apos a extracdo, o OELS foi estocado em frasco ambar a - 4 °C.
Os principais constituintes de OELS foram Carvacrol (44,50%), Cymene

(14,06%) e y-Terpinene (12,43%) (dados publicados no Cap 1).

Procedimento experimental

Os juvenis de tambaqui foram obtidos da estacdo de piscicultura de
Bebedouro - Companhia de Desenvolvimento do Vale do S&o Francisco e do
Parnaiba (CODEVASF), Petrolina, PE, Brasil. Foram utilizados 300 peixes
(45,89 + 0,19 g) distribuidos em 20 caixas de 500 L com aeracédo constante em
um sistema de recirculacdo com filtro mecéanicos e biolégico no Laboratorio de
Aquicultura da Universidade Federal do Vale do Sédo Francisco (UNIVASF),
Petrolina, PE, Brasil. Os animais passaram por um periodo de aclimatacdo de
15 dias, onde receberam dieta comercial (28% de proteina bruta; Irca, Carpina,
Brazil) até a saciedade aparente duas vezes por dia (08:00 e 16:00 h). O
experimento teve duracao de 60 dias. O protocolo experimental foi aprovado pelo

Comité de Etica da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (N°
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O desenho experimental foi completamente aleat6rio e composto por
cinco tratamentos e quatro repeticbes. Foram formuladas cinco dietas
extrusadas, perfazendo os seguintes tratamentos: 0,00 (controle), 0,25, 0,50,
1,00 ou 1,50 mL kg dieta* (adaptado de De Souza et al., 2019b). Os ingredientes
(Tabela 1) foram moidos, pesados e homogeneizados em misturador industrial
por 20 min (Inbramaq, modelo AM25, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A mistura foi
moida em peneira (1 mm) e posteriormente extrusada com a matriz (placa matriz
de 0.5 mm) e em seguida seca em estufa de circulacéo forcada a 55 °C por 24
h. Em seguida, o OELS foi adicionado a mistura junto com o 6leo de soja
(veiculo), seguido de adicdo de &gua. Os peletes foram fracionados em
tamanhos compativeis com o tamanho da boca dos juvenis.

As dietas foram armazenadas sob refrigeracéo (-20 °C) em recipientes de
vidro fechados hermeticamente. Os peixes receberam a dieta experimental duas
vezes ao dia (8:00 e 16:00 h) até a saciedade aparente por 60 dias. O consumo
de dieta foi mensurado a cada trés dias, e cada tanque tinha seu proprio
recipiente da dieta. Antes do fornecimento da alimentagcdo, as embalagens
contendo as dietas eram pesados e, entdo, era anotado o peso. Ao final da Gltima
alimentacédo do terceiro dia, os potes eram pesados novamente para aferir o
consumo de cada unidade experimental. Os individuos foram submetidos a jejum

de 24 h antes do inicio do experimento e da biometria e coleta de amostras.
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Tabela 1. Composicao das dietas experimentais fornecidas ao tambaqui.

Ingredientes?

g kgt

Farelo de soja

Farelo de milho

Farelo de trigo

Farinha de peixe

Oleo de soja

NacCl

Fosfato bicélcico

Vitaminas e minerais (premix)°®
Vitamina C

Propionato de calcio

520
255
100
97,5
8,5
5,0
5,0
5,0
2,0

2,0

Composicao aproximada

Teor de matéria seca
Proteina Bruta
Extrato Etéreo

Fibra bruta

Matéria mineral

Energia Digestivel (k calt)

980

369

30

35

90

4.100

@ Farinha de soja, farelo de milho, farelo de trigo, fosfato bicalcico, vitamina C e
propionato de calcio: Pratigi Alimentos®, Castro Alves, BA, Brasil; farinha de
peixe (obtidos de aparas e miudezas remanescentes de peixes processados
para consumo humano): Nutrivil Nutricdo Animal®, Caruaru, PE, Brasil; 6leo de
soja: Bunge Alimentos S.A., Ipojuca, PE, Brasil. P Premix de vitaminas e minerais
(niveis garantidos por kg de produto) - acido félico: 1200 mg; acido nicotinico: 20
g; BHT: 5 mg; vitamina A: 2400 Ul; vitamina D3: 600 Ul; vitamina E: 30 Ul mg;
vitamina K3: 3 mg; vitamina C: 60 g; acido pantoténico: 10 mg; biotina: 200 mg;
colina: 100 g; inositol: 25 g; vitamina B1: 4 mg; vitamina B2: 4 mg; vitamina B12:
8 pg; vitamina B2: 4 mg; vitamina B6: 3 mg; CO: 80 mg; Fe: 10 g; Se: 100 mg;
Cu: 3500 mg; Mn: 10 mg; Zn: 24 mg; |: 160 mg.
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Os tanques foram limpos diariamente por sifonagem para remover fezes
e possiveis sobras de racdo. As perdas de agua por evaporacao e ou limpeza
dos tanques foram repostas com agua nas mesmas condi¢cdes existentes nos
tratamentos experimentais. Os parametros de qualidade de agua se mantiveram
estaveis durante o periodo experimental. Os parametros fisico-quimicos da
agua: pH (pHmetro digital, Hanna HI 98130, Barueri, SP, Brasil), temperatura e
oxigénio dissolvido (Oximetro digital Aquatec MO-900, Sdo Paulo, SP, Brasil)
foram mensurados diariamente; aménia total, fosforo e nitrato (Kit
Alfatecnoquimica, Floriandpolis, SC, Brasil) foram mensurados semanalmente.
Durante o experimento, a qualidade de agua foi mantida em pH (6,5 + 0,33),
temperatura (25,5 * 0,50 °C), oxigénio dissolvido (6,50 + 0, 40 mg L), am0nia
total (0,24 + 0,08 mg L'), aménia néo ionizada (0,43 pg Lt N-NHs3), alcalinidade
total (50+ 0,00 mg L* CaCO3), fésforo 0,38 (+ 0,03) mg L e nitrito (0,49 + 0,33

mg L1).

Desempenho de crescimento

Ao final do experimento foram analisadas as seguintes variaveis de
desempenho de crescimento através das seguintes férmulas:
- Ganho de peso = peso corporal final — peso corporal inicial;
- Taxa de crescimento especifico (TCE) = 100 x (In do peso final — In do peso
inicial)/dias de experimento;
- Taxa de converséao alimentar aparente (CAA) = consumo alimentar/ganho em
peso;

- Sobrevivéncia = (numero de peixes final x 100)/ nUmero de peixes inicial.
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Coleta de amostras e analises

Apos 60 dias, trés animais por caixa (n = 12 animais por tratamento) foram
aleatoriamente selecionados para a coleta das amostras de sangue, figado e
intestino. Os animais retirados dos tanques foram anestesiados com cloridrato
de benzocaina (30 ppm) e logo apds foi coletado o sangue (1 mL) por puncédo da
veia caudal com auxilio de seringas heparinizadas. Apés a coleta de sangue, 0s
animais foram finalizados com uma dose letal de cloridrato de benzocaina (100
ppm) seguido de seccao da medula espinhal. Logo apos, foram coletados figado
e intestino dos animais.

O sangue foi dividido para a realizacdo das analises hematolégicas (0,5
mL) e plasmaticas (1,0 mL). As amostras foram transferidas para capilares
heparinizados e centrifugadas a4 °C a 12.000 x g por 5 min para a determinacao
do hematécrito (Hct) pelo método descrito por Goldenfarb et al. (1971). A
concentracéo de hemoglobina foi realizada conforme descrita por Drabkin (1948)
pelo método de cianometahemoglobina com auxilio de especfotémetro e leitura
realizada a 540 nm. A contagem de eritrcitos foi realizada em camara de
Neubauer, com auxilio do reagente de Natt & Herrick (1952). As variaveis
hematimétricos de hemoglobina corpuscular média (HCM), volume corpuscular
médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
estimadas conforme descrito por Wintrobe (1934).

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 4 °C a 3.000 x g (15 min)
para obtencdo do plasma. Em seguida, as amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo a - 20 °C. A determinacdo plasmatica de glicose, proteinas totais,

albumina, triglicerideos e alanina aminotransferase (ALT) foram realizadas
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usando kits comerciais (Labtest® kits; Vista Alegre, MG, Brasil) e um analisador
biogquimico semi-automatico (Doles®, modelo D250, Goiania, GO, Brasil). A
atividade da lisozima plasmatica (ug mL?) foi medida usando um ensaio
turbidimétrico, conforme descrito em detalhes por De Souza et al. (2019b).

As amostras de musculo, figado e trato intestinal total foram coletadas e
preservadas em ultra freezer a - 80 °C até a realizacdo das analises.
Posteriormente, para analise de enzimas intestinais, 100 mg das amostras de
tecidos forma homogeneizadas em tampéo (fosfato 10 mM/20 mM tris-pH 7,0)
usando um homogeneizador mecanico (Marconi MA039, Piracicaba, SP, Brasil).
Logo apds as amostras foram centrifugadas a 600 x g por 3 min a 4° C. O
sobrenadante foi novamente centrifugado a 6000 x g por 8 min a 4° C. A atividade
das enzimas intestinais amilase e lipase foram determinadas por
espectrofotometria a 405 nm usando os kits comerciais (Labtest®). A atividade
inespecifica da protease intestinal foi determinada de acordo com Walter (1984).

Para determinagdo do glicogénio muscular e hepético, outra amostra de
cada tecido (100 mg) foi incubada em 1 mL de KOH (6N) a 100 °C por 2 min. Em
seguida, 250 pL de etanol e 100 pL de K2SO4 (10%) foram adicionados a uma
aliquota da amostra. Logo apdés, a amostra foi centrifugada a 3000 x g durante 3
min em temperatura ambiente. Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido
em 2 mL de agua destilada. Em seguida, 100 uL da amostra, 250 uL de fenol e
1 mL de H2SO4 foram transferidos para uma cubeta e a leitura foi realizada em

espectrofotometro a 480 nm (Bidinotto et al., 1997).

Analises estatistica

Os resultados sé&o expressos como média + erro padrao da meédia. O teste
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de Levene’s confirmou a homocedasticidade de variacdo dos dados. Os efeitos
do OELS foram avaliados com base na regresséao polinomial. As diferencas entre
as médias dos tratamentos foram analisadas pela analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas em p < 0,05. Para realizar as analises de regressao,

foram considerados os valores encontrados para todas as repeti¢coes.

RESULTADOS

Foram observados efeito quadratico para as variaveis peso final (y =
2358,299 + (301,967x) - (244,521x?); R? = 0,90), ganho de peso (y = 27,852 +
(4,901x) - (3,944x2); R? = 0,90), CAA (y = 1,316 - (0,303x) + (0,220x2); R2 = 0,71)
e TCE (y = 2,733 + (0,269x) - (0,210x?); R? = 0,87), indicando um melhor
desempenho de crescimento nos peixes que receberam 0,50 mL OELS kg dieta
1. Em adicdo, CAA apresentou valores significativamente menores nos grupos
que receberam 0,25 e 0,50 mL OELS kg dieta® quando comparado com os
peixes do grupo controle ou alimentados com 1,50 mL OELS kg deita?! (p <
0,049). O peso inicial e a sobrevivéncia dos juvenis ndo diferiram entre os

tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho de juvenis de tambaqui alimentados com dietas

contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de Lippia sidoides (OELS).

Variaveis OELS (mL kg dieta)
0,00 0,25 0,50 1,00 1,50
Peso inicial 45,84 + 0,30 45,85 + 0,40 45,97 + 0,06 45,89 + 0,15 46,21 + 0,55

Peso final 158,76 £5,02 161,63+4,18 165,19+2,64 158,89+2,14 151,50 + 3,40
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Ganho de peso 112,92 £5,23 115,78 +4,57 119,22+2,62 113,00+2,16 105,29 +2,94

CAA 1,35+ 0,042 1,19 £ 0,01° 1,23 +£0,01° 1,25 + 0,022 1,35+ 0,022
TCE 2,72+0,13 2,80+ 0,09 2,84 +0,04 2,76 +£0,04 2,68 + 0,06
Sobrevivéncia 98,33 + 1,67 100 = 0,00 100 + 0,00 100 = 0,00 100 + 0,00

Peso inicial e final e ganho de peso sdo expressos em g. TCE (Taxa de
crescimento especifico) é expressa em % dial. Sobrevivéncia é expressa em %.
CAA = Conversao alimentar aparente. Os dados sdo apresentados como a
média + erro padréo (n = 4 tanques por tratamento). Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (teste de Tukey, p < 0,05). Foi

verificada regressao quadratica para peso final, ganho de peso e TCE.

A analise das variaveis hematologicas demonstrou que eritrécitos (y =
3,800 + (0,172x) - (0,360x%); R? = 0,69), hematdcrito (y = 31,235 + (1,859x) -
(1,907x?); R? = 0,68), taxa de hemoglobina (y = 9,819 + (3,466X) - (2,023x?); R?
= 0,66) e CHCM (y = 3,144 + (0,901x) - (0,429x?); R? = 0,80) apresentaram um
efeito quadratico em funcéo dos niveis de OELS, onde os maiores valores foram
verificados com a inclusdo de 0,50 mL OELS kg dieta. Foi observado efeito
linear positivo em VCM (y = 83,233 + (7,777x); R2 = 0,71) e HCM (y = 27,445 +
(4,598x); R2 = 0,91) (Tabela 3).

Além disso, em relacao ao hematdcrito, o grupo que recebeu 0,50 mL de
OELS kg dieta™® apresentou valores significativamente superiores ao grupo que
recebeu 1,50 mL de OELS kg dieta? (p < 0,014). Foi verificado que a taxa de
hemoglobina foi significativamente inferior no grupo controle quando comparada
aos grupos que receberam 0,25 e 0,50 mL OELS kg dieta (p < 0,047). Os peixes
do grupo controle apresentaram CHCM significativamente inferior aos grupos

gue receberam dietas suplementadas com OELS (p < 0,044) (Tabela 3).
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Tabela 3. Variaveis hematoldgicas de juvenis de tambaqui alimentados com

dietas contendo diferentes concentracfes de 0Oleo essencial de Lippia sidoides

(OELYS).
Variaveis OELS (mL kg dieta®)

0,00 0,25 0,50 1,00 1,50
Eri 3,77 £0,19 3,74 £0,18 4,04 £0,17 3,42 £0,22 3,31£0,22
Hct 31,17 +0,68% 31,25+0,30® 32,50+0,56% 30,58+0,68% 29,92+0,43°
Hg 9,53 +0,42° 10,81 +£0,28% 11,44+0,30® 10,71+0,30% 10,66 + 0,282
VCM 85,43 £ 5,25 85,87 £ 4,37 81,96 = 3,45 93,66 = 6,04 94,86 £ 6,74
HCM 26,31+ 2,23 29,47 £1,26 28,98 £ 1,55 32,79+ 2,16 33,62+ 2,19
CHCM 3,06 +0,13° 3,46 + 0,092 3,52 + 0,082 3,51 + 0,092 3,57 £ 0,092

Eri (Eritrécitos) é expresso em x 106 pL?, Hct (Hematdcrito) é expresso em %,
Hg (Hemoglobina) e CHCM (concentracdo média de hemoglobina corpuscular)
sdo expressos em g dL, VCM (volume corpuscular médio) é expresso em fL e
HCM (hemoglobina corpuscular média) é expresso em pg. Os dados sédo
apresentados como média * erro padréo (n = 12 peixes por tratamento). Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (teste de Tukey, p
< 0,05). VCM e HCM apresentaram regressao linear e as demais variaveis

apresentaram regressao quadratica.

Efeito linear positivo demonstrou que a suplementacdo de OELS
aumentou os niveis de triglicérides (y = 185,859 + (62,324x); R?=0,87), albumina
(y=0,534 + (0,308x); R>=0,77), ALT (y = 25,822 + (0,265x); R?=0,78) e lisozima

plasmatica (y = 0,035 + (0,022x); R? = 0,91). Efeito linear negativo foi verificado
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entre a suplementacédo de OELS e os niveis de proteinas totais plasméticas (y =
2,338 - (0,241x); R? = 0,90). Também foi observado um efeito quadratico entre a
suplementacdo de OELS e os niveis de glicose plasmatica (y = 95,792 +
(16,896x) - (12,057x?); R? = 0,95), glicogénio hepatico (y = 91,756 + (109,614x)
- (53,737x?); R? = 0,92) e glicogénio muscular (y = 38,863 + (54,326x) -
(28,670x?); R? = 0,67) onde os maiores valores ocorrem nos tratamentos entre
0,50 e 1,00 OELS kg™ para glicose plasmética e entre 0,50 e 1,50 OELS kg
para glicogénio hepético e muscular (Tabela 4).

Os valores de proteinas totais e triglicérides plasmaticos foram
significativamente maiores e menores, respectivamente, nos peixes
pertencentes ao grupo controle e alimentados com 0,25 mL OELS kg dieta* do
gue agueles que foram suplementados com 1,00 e 1,50 mL OELS kg dieta* (p
< 0,035 e < 0,037, respectivamente). A albumina plasmatica apresentou valores
significativamente menores nos peixes que receberam 0,00 ou 0,25 mL OELS
kg dieta! em relacéo aos juvenis dos demais tratamentos (p < 0,001). Os peixes
do grupo controle tiveram um valor de albumina plasmatica inferior aos juvenis
do grupo 0,25 mL OELS kg dieta* (p < 0,023). Os niveis de lisozima plasmatica
foram significativamente superiores nos grupos que receberam 1,50 ou 2,00 mL
OELS kg dieta* quando comparado aos tambaquis que receberam 0,00 ou 0,50
mL OELS kg dieta™ (p < 0,036). Os valores de glicogénio hepatico nos individuos
do grupo controle foram significativamente inferiores aqueles que receberam
entre 0,50 e 1,50 mL OELS kg dieta* (p < 0,002). O glicogénio muscular no grupo
controle apresentou valores significativamente menores em relagdo ao grupo

alimentado com 0,50 mL OELS kg dieta (p < 0,033) (Tabela 4).
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Tabela 4. Variaveis metabdlicas de juvenis de tambaqui alimentados com dietas

suplementadas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de Lippia

sidoides (OELS).

Variaveis OELS (mL kg dieta?)

Plasmaticas 0,00 0,25 0,50 1,00 1,50
Glicose 96,46 £ 5,84 98,17 £ 4,75 101,27 £5,15 101,27 £ 2,15 93,75 £4,25
Trigl 185,78 £ 20,77 185,37 +14,95> 228,61 +21,223b 265,42 + 15,892 266,67 +18,622
Prot tot 2,33 £ 0,062 2,31 £ 0,062 2,23 £ 0,082 2,02 £ 0,070 2,02 £ 0,05
Albumina 0,44 + 0,04¢ 0,59 +0,05 0,86 + 0,032 0,83 + 0,022 0,95+ 0,032
ALT 25,92 £ 4,07 25,84 £ 3,63 25,91 +£2,62 26,00 £2,78 26,30 £ 3,38
Lisozima 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01 0,04 +0,01° 0,07 £ 0,012 0,07 £ 0,012
Teciduais 0,00 0,25 0,50 1,00 1,50

Glic hepética 87,76 + 7,200 118,11 +7,602 140,79 + 9,862 138,53 £ 11,992 138,40 + 7,022
Glic muscular 38,85 + 4,370 45,21 + 6,212 69,09 + 8,982 57,65 + 9,162 57,83 + 5,042

Glicose, Trigl (Triglicérides), Albumina e Glic (Glicogénio) sdo expressos em mg
dL?t, ALT (alanina aminotransferase) é expressa em U L, Prot tot (Proteinas
totais) é expressa em g dL?, e Lisozima é expressa em pug mL*. Os dados sé&o
apresentados como média + erro padrao (n = 12 peixes por tratamento). Letras
diferentes indicam diferencga significativa entre os tratamentos (teste de Tukey, p
< 0,05). As variaveis metabdlicas apresentaram regressao linear, exceto glicose
plasmatica, glicogénio hepatico e glicogénio muscular que apresentaram

regressao quadratica.

Efeito linear positivo demonstrou que a suplementacdo de OELS

aumentou a atividade de amilase intestinal (y = 201,750 + (8,222x); R>=0,84) e
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reduziu a atividade da protease alcalina (y = 0,306 — (0,0331x); R? = 0,92). Um
efeito quadratico foi verificado para a atividade de lipase intestinal (y = 0,420 -

(0,050x) + (0,058x2); R? = 0,82).

Tabela 5. Atividade das proteinas intestinais (Ul mg protein?) de juvenis de
tambaqui alimentados com dietas suplementadas contendo diferentes

concentracdes de 6leo essencial de Lippia sidoides (OELS).

Variaveis OELS (mL kg dieta™®)

0,00 0,25 0,50 1,00 1,50

Amilase 203,17 +7,83 203,37+7,00 20596+6,36 206,60+6,05 216,37+7,95
Lipase 3050+1,06 29,75+1,08 30,19+0,90 31,60+1,00 29,10+ 1,10

Prot alc 0,31+0,01 0,30 £ 0,02 0,28+0,02 0,27 +£0,02 0,26 £ 0,02

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo (n = 12 peixes por
tratamento). Amilase e protease alcalina (Prot alc) apresentaram regressao

linear e Lipase apresentou regressao quadratica.

DISCUSSAO

No presente estudo, carvacrol (44,50%) foi o composto majoritario de
OELS, demonstrando que este composto (ou uma combinagé&o de carvacrol com
outros compostos) pode ter contribuido com uma melhor performance de
crescimento nos juvenis de tambaqui alimentados com 0,50 mL OELS kg dieta
1, Tal crescimento pode ter sido influenciado pelas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas e de refor¢co no sistema imune do carvacrol (Zheng et al., 2009;
Giannenas et al., 2012). Similarmente, De Souza et al. (2019b), verificou que o

uso do 6leo essencial de Lippia alba (2,0 mL kg dieta?, linalool como composto
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majoritario) contribuiu com o aumento de crescimento em tilapia do Nilo. Outros
estudos prévios verificaram que o uso de carvacrol (12,0 g kg* ou 2,0-3,0 g kg*
em combinacao com thymol) atuou como promotor de crescimento em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) (Zheng et al., 2009; Ahmadifar et al.,, 2011,
Giannenas et al., 2012).

O efeito promotor de crescimento também é influenciado pela ativagédo de
enzimas digestivas, uma vez que 0s compostos ativos de origem vegetal podem
promover maior secrecao destas enzimas (Srinivasan, 2005). Os resultados do
corrente estudo demonstraram que a suplementacdo com OELS estimulou a
funcdo digestiva dos peixes, aumentando a atividade de lipase e amilase
intestinal. De forma similar, a suplementacdo alimentar com 06leo essencial de
orégano (Origanum onites) (carvacrol e thymol como compostos majoritarios)
apresentou efeitos positivos na secrecdo de enzimas digestivas em carpa
comum (Zhang et al., 2020). Em adicdo, Giannenas et al. (2012) informaram que
promotores de crescimento presentes em Oleos essenciais atuam
presumivelmente na microbiota intestinal e levam a um melhor desempenho de
peixes. Além disso, a suplementacdo alimentar com 6leos essenciais possui
prorpiedades aromaticas que podem estimular o apetite em peixes (Ching et al.,
2021a), com consequente efeito positivo para a taxa de crescimento.

Além das enzimas digestivas, as varidveis hematolégicas também podem
ser utilizadas como indicadores de status nutricional, bem como de avaliacédo de
metabolismo (Basusta, 2005; Fazio, 2019; De Souza et al.,, 2019a). Neste
estudo, a suplementacéo dietética de OELS (0,50 a 1,00 mL kg dieta!) promoveu
0 aumento da hemoglobina e da CHCM, resultando em uma maior capacidade

de transporte de oxigénio, uma vez que esta é a principal proteina do sangue
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responsavel pelo carreamento de oxigénio (Tavares-Dias, 2015). Estas variaveis
guando acompanhados de uma reducédo no numero de eritrécitos demonstram
gue as células passam por alteracdes fisioldgicas, onde o aumento do VCM e
HCM ira contribuir para o transporte de oxigénio até os tecidos (Oba-Yoshioka et
al., 2017), conforme reportado no corrente estudo.

Em adicdo, o valor de hematdcrito foi maior nos peixes suplementados
com 0,50 mL OELS kg dieta!, o que sugere que esta concetracdo (ou até mesmo
1,00 mL OELS kg dieta) possa ter auxiliado em um aumento da capacidade de
transporte de oxigénio, com consequente melhoria do metabolismo e
manutencgdo do sistema imune (Kesbig et al., 2020; Acar et al., 2019; De Souza
et al., 2019b). Similarmente, Mohamadi Saei et al. (2016) verificaram aumento

da taxa de hematocrito em truta arco-iris apés a suplementacdo dos Oleos

essenciais de murta (Myrtus communis) e satureja (Satureja khuzistanica)

(80,60% de carvacrol). No entanto, em outros estudos isso nao foi verificado,
uma vez que a suplementacao de carvacrol ou de ingredientes que contenham
carvacrol ndo promoveram alteragcdes nas variaveis hematolégicas em truta
arco-iris (Ahmadifar et al., 2011), robalo (Discentrarchus labrax) (Yilmaz et al.,
2014) e jundia (Rhamdia quelen) (Dos Santos et al., 2017).

Outro importante achado do corrente estudo foi em relagdo ao aumento
no metabolismo (triglicérides e ALT plasmaticos e glicogénio hepatico e
muscular) dos tambaquis que receberam suplementacéo entre 0,50 a 1,50 mL
OELS kg dieta. A enzima ALT esta localizada principalmente nas células do
coracdao, figado e rins e sua atividade pode ser moduladas de acordo com a
composicdo da dieta, sendo comumente utilizadas para avaliar o estado de

saude do figado (Zeppenfeld et al., 2017). No presente estudo, ALT plasmatico
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ndo deve ser indicativo de danos hepaticos, pois embora embora esta enzima
tenha aumentado proporcionalmente em relacdo a inclusdo de OELS na dieta,
os valores encontrados foram muito proximos aos registrados em tambaquis do
grupo controle. Esta enzima deve ter contribuido com o aumento das reservas
metabdlicas, pois ela desempenha um importante papel nos processos de
transaminagéo e desaminacao, catabolizando aminoacidos em glicose, onde 0s
esqueletos de carbono dos aminoacidos podem ser utilizados pela via do acido
citrico (principal via da homeostase de glicose) para manutencdo do suprimento
de glicose (Roques et al., 2020).

Adicionalmente, a suplementacéo de carvacrol na dieta é conhecida por
melhorar a emulsificagdo e transporte de lipidios, o que resulta em maior
disponibilidade e absorcéo das triglicérides plasméticas (Yilmaz et al., 2015). Os
niveis de triglicérides do plasma podem ser utilizados como indicador da fungéo
hepatica, uma vez que este metabolito € sintetizado no figado e transportado
para ser armazenado nos tecidos, atuando no fornecimento de energia, além de
ser um importante componente estrutural da membrana celular (Yilmaz et al.,
2015; Brum et al., 2018). Assim, neste estudo, a suplementacdo dietética de
OELS em tambaquis pode ter promovido um aumento das reservas de energia
na forma de carboidratos no musculo e no figado. Similarmente ao presente
estudo, Mohamadi Saei et al. (2016) verificaram o aumento do nivel de
triglicérides no plasma em truta arco-iris alimentados com dietas suplementadas
com 6leo essencial de murta (80,60% de carvavrol).

Em relacéo aos niveis de proteinas totais do plasma foi observado uma
reducdo nos juvenis que receberam as maiores concentracdes de OELS na

dieta. Em estudo realizado com robalo, Volpati et al. (2014) também verificaram
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a reducdo do nivel de proteinas totais plasmaticas apds a suplementacédo de
carvacrol na dieta, e relacionaram esta resposta com uma menor atividade de
absorcdo da mucosa intestinal desencadeada pelo carvacrol. Ao contrario das
proteinas totais, 0os niveis de albumina plasméatica aumentaram nos tambaquis
gue foram alimentados com as dietas contendo as maiores concentragcbes de
EOLS no corrente estudo. Uma resposta de fortalecimento do sistema
imunolégico é comumente relacionada ao aumento do nivel de albumina
plasmética (Gholipourkanani et al., 2014). Assim, a albumina plasmatica tem a
importante fungéo de transportar diversos compostos, regular o pH sanguineo e
estimular o sistema imune (Mohamadi Saei et al., 2016; Yilmaz et al., 2014).
Similarmente, o aumento dos niveis de albumina plasmatica também foi relatado
para robalo asiatico (Lates -calcarifer) e carpa comum que tiveram
suplementacdo dietética com extrato de gengibre (Talpur et al., 2013;
Mohammadi et al., 2020).

Por fim, o presente estudo verificou que a suplementacdo com o OELS
promoveu o aumento da atividade enzimatica da lisozima plasmatica. Esta
enzima € responsavel pela ativacdo dos leucécitos e macrofagos, tornando os
micro-organismos mais susceptiveis a fagocitose (Siwicki & Anderson, 1993). O
aumento dos niveis de lisozima plasmética encontrado neste estudo deve ter
sido influenciado pelo carvacrol, devido a sua capacidade de promocéao de
melhorias na resposta imune ndo especifica (Zheng et al., 2009; Diler et al.,
2016). Similarmente, o aumento da atividade da lisozima do plasma também foi
observado em robalo e tilapia hibrida apds suplementacdo alimentar com
carvacrol (Volpatti et al., 2014; Ran et al., 2016) e em truta arco-iris e carpa

comum alimentadas com dietas contendo 6leo essencial de orégano (carvacrol
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como um dos compostos majoritarios) (Diler et al., 2017; Zhang et al., 2020).

CONCLUSAO

O presente estudo verificou que a suplementagao de 0,50 a 1,00 mL
OELS kg dieta® é indicada para juvenis de tambaqui, pois melhorou a
performance de crescimento, as variaveis hematologicas e metabdlicas e a

atividade de lisozima plasmatica e de enzimas intestinais.
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CONSIDERCOES FINAIS E IMPLICACOES

Ambos os 6leos essenciais mostraram fraca atividade inibitéria contra A.
hydrophila (= 3.125,00 ug mL™?). No teste para determinar a habilidade de
producao de biofilme, dois isolados de A. hydrophila apresentaram capacidade
de produzir biofilme. A interferéncia dos OELS e OECC na formacao de biofilme
foi classificada como nao produtor e fraco produtor de biofilme para cada isolado
de A. hydrophila. Foi verificado efeito bactericida no biofilme previamente
consolidado na atividade do OELS em ambos os isolados e para OECC para
apenas um dos isolados. Com tudo, OELS apresentou melhores resultados, pois
apresentou efeito sinérgico com florfenicol, enquanto EOCF apresentou efeito
aditivo.

A suplementacdo de 0,50 mL OELS kg dieta! promoveu melhoria nas
variaveis de desempenho e aumentou os valores de hematdcrito, taxa de
hemoglobina, concentragdo de hemoglobina corpuscular média, glicose
plasmatica, glicogénio hepatico e muscular dos juvenis. Dietas suplementadas
com 1,00 e 1,50 mL de OELS kg dieta! aumentaram os niveis de triglicérides,
albumina, lisozima e alanina aminotransferase (ALT) plasmatica, atividade das
enzimas intestinais amilase e lipase em tambaqui. O aumento dos niveis de
OELS na dieta dos peixes reduziu a atividade da protease alcalina intestinal.
Conclui-se que OELS e OECC (in vitro) foram capazes de interferir na formacéo
do biofiime e n&o apresentaram efeito antagbnico em combinagcdo com
florfenicol. Em adigéo, a inclusdo de 0,50 a 1,00 mL OELS kg dieta* demonstrou
melhorar ganho de crescimento, metabolismo, parametros hematolégicos e

atividade de lisozima plasmatica e das enzimas intestinais amilase e lipase em
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juvenis de tambaqui.

Os resultados gerados nesta tese sdo fundamentais para uma melhor
compreensao da acdo dos OELS e OECC atividade antibacteriana, antibiofilme
e, o efeito sinérgico com florfenicol contra A. hydrophila e do OELS na
suplementacgéo dietética em relacdo ao desempenho de crescimento e a saude
de juvenis de tambaqui. Contudo, ainda sdo necessarios novos estudos para
entender melhor a agdo dos compostos bioativos presentes nos OELS e OECC

tanto em estudos in vivo, quanto in vitro na aquicultura.



