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1. INTRODUCAO

O Brasil € considerado um dos paises com maior potencial para a produgéo de
peixes de &gua doce em todo o mundo, ocupando a 82 posic¢do no ranking mundial (FAO
2020, CONAB, 2022). Caracteristicas do pais como disponibilidade hidrica, clima e
diferentes espécies com potencial de producdo contribuem para este cenéario (VALENTI
et al., 2021). Em 2022, o Brasil atingiu 887,029 toneladas com a producdo de peixes
cultivados, arrecadando cerca R$ 9 bilhdes de reais (PEIXE BR, 2023). Dentre as
espécies mais produzidas no Brasil, destaca-se a tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), com producéo anual de 579,080 mil toneladas em 2023 (PEIXE BR, 2024).

Entretanto, a intensificacdo da produgédo pode ocasionar queda na qualidade de
agua, aumentando as concentracdes de amonia, nitrato e nitrito, influenciando
negativamente na producéo e, consequentemente, tornando os animais mais susceptiveis
a doencas (IWASHITA e MACIEL, 2013), resultando na redugdo do desempenho
produtivo, aumento da mortalidade e do descarte de animais no frigorifico (JUNIOR et
al., 2020).

Dentre os patdgenos que acometem a tilapicultura brasileira (LEIRA et al.,
2016), destacam-se as bacterioses causadas por Aeromonas veronii, Aeromonas
hydrophila (JANDA e ABBOTT, 2010; NICHOLSON, 2020), Aeromonas jandaei
(ASSANE et al., 2021), Citrobacter freundii (DE PADUA, 2014), Edwardsiella tarda
(MINIERO, Davies et al., 2018), Pseudomonas putida (ALZAHRANI et al., 2022),
Streptococcus agalactiae (MARCUSSO et al., 2015), Francisella orientalis
(RAGHIANTE, 2017; FERNANDEZ-Alarcon et al., 2019), Lactococcus garvieae e
Lactococcus petauri (EGGER et al., 2023) e Flavobacterium oreochromis

(SEBASTIAO et al., 2013).



Diversos estudos demostram que a maioria destas espécies bacterianas
apresentam resisténcia aos antimicrobianos utilizados na aquicultura mundial (ASSANE
et al., 2019; SCHAR et al., 2020; PEP& FOCARDI, 2021). Além da resisténcia, 0
tempo residual dos antimicrobianos na carne do pescado também gera preocupacgdo na
salide humana (SERWECINSKA, 2020).

Dessa forma, o uso de aditivos funcionais em ragdes vem ganhando atengéo
como alternativa para diminuir o uso de antimicrobianos na aquicultura. Dentre estes
aditivos, os taninos extraidos de plantas vém se destacando no decorrer dos anos. Eles
sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
de interagdo com as proteinas (SOARES, et al., 2020; HUANG et al., 2018). Os taninos
demonstraram exercer efeitos benéficos na motilidade intestinal, protecdo da barreira
intestinal e modulagdo da microbiota, fortalecimento do sistema imunoldgico
prevenindo doengas como coccidiose e enterite necrética em monogastricos, bem como
timpanismo e acidose em ruminantes (LILLEHOJ et al., 2018; MONIR et al., 2020;
VAN DOAN et al., 2020; ALMARRI et al., 2023).

Estudos in vitro que comprovem a eficicia desses aditivos contra bactérias
patogénicas sdo de extrema importancia. Portanto, este estudo avaliou a atividade
antimicrobiana in vitro de um produto comercial contendo um blend de taninos contra
bactérias patogénicas para peixes com a finalidade de verificar o seu potencial no

controle dos surtos bacterianos nas pisciculturas brasileiras



2. OBJETIVO
Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de composto de taninos comercial
contra bactérias patogénicas para peixes, bem como avaliar sua citotoxicidade para

tildpia-do-Nilo.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Aquicultura no Brasil e no mundo

A producdo e o consumo de pescado expandiram-se significativamente nas
ultimas décadas. Os alimentos oriundos da aquicultura, globalmente, contribuiram com
aproximadamente 17% da proteina animal e 7% de todas as proteinas em 2019 (FAO,
2022). De acordo com o relatério Food and Agriculture Organization (FAO, 2022), o
consumo per capita por ano foi entorno de 20,5 kg em 2019, sendo que, 75% foram de
peixes e 0s 25% restantes de mariscos. Além disso, espécies de agua doce equivalem a
40% do consumo proveniente da aquicultura.

A intensificacdo dos sistemas de producdo e a globalizacdo do comércio de
produtos aquaticos tém causado o aparecimento e ressurgimento de doencas infecciosas
que apresentam importante risco econdmico e ambiental (COMBE et al., 2023). Com o
passar dos anos, a incidéncia de doencas que acometem organismos aquaticos tem
aumentado, causando serios prejuizos a aquicultura. A intensificacdo da producéo
associada ao manejo inadequado, falta de controle na producdo e baixa qualidade da
agua tem levado ao desenvolvimento e aparecimento principalmente de doencas de
origem bacterianas, que muitas vezes acarretam danos irreversiveis e altas taxas de

mortalidade (VANECI- SILVA, 2020; DEBNATH et al., 2023).



O Brasil ocupa um importante papel na producdo de peixes mundialmente,
ocupando a quarta posi¢do no ranking mundial dos maiores produtores de tilapia, com
producdo de 550 mil toneladas em 2022, representando 8,4% do volume total da
producdo mundial, com um crescimento 3% em comparagdo ao ano anterior.
Consequentemente, a til&pia continua sendo a espécie mais produzida na piscicultura
brasileira, com volume de 63,93% da producéo nacional (PEIXE BR, 2023).

As doencas bacterianas na aquicultura restringem consideravelmente sua
expansao e seu desenvolvimento, além de causar grandes perdas econémicas (HAENEN
et al., 2023). Grande parte das espécies bacterianas consideradas importantes para a
piscicultura sdo patdgenos oportunistas, 0s quais estdo presentes tanto na dgua quanto
na microbiota dos peixes saudaveis, podendo causar enfermidades quando o hospedeiro
estd debilitado. Dentre os fatores estressantes, responsaveis por imunossupressdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro, destacam-se alteracdes na qualidade de agua, alta
densidade de estocagem, manejo incorreto e falta de biosseguridade na producéo
(LEIRA et al., 2016).

Cepas de Aeromonas spp., Edwardsiella tarda, Streptococcus spp.,
Lactococcus garvieae, Flavobacterium oreochromis e Francisella orientalis, sdo as
mais comumente encontradas na aquicultura brasileira (MEYBURGH et al., 2017;
PETTY et al., 2018; CNA BRASIL, 2018; GAZAL et al., 2020; CAVALLI et al., 2021;
HAENEN, 2023).

Os sinais clinicos mais comuns nos peixes acometidos por bacterioses séo
abcessos, ascite, hemorragias, septicemia, lesdes subcutdneas, exoftalmia e natagédo
erratica, os quais aumentam a morbidade e mortalidade em peixes, ocasionando perdas

e prejuizos na producdo (CETESB, 1997, SUDHEESH et al., 2017).



3.2. Riscos do uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento de

doencas em peixes

Antimicrobianos sdo comumente utilizados para controlar diversas infeccdes
bacterianas em peixes, dentre eles o Florfenicol e a Oxitetraciclina, 0os quais sdo 0s
unicos licenciados para uso na aquicultura para controlar doengas bacterianas (GUIDI et
al., 2016, SINDAN, 2023). Entretanto, varios antimicrobianos sem registro e aprovacao
sdo utilizados, como por exemplo: Tetraciclina, Ampicilina, Estreptomicina,
Eritromicina Flumenquina, Kanamicina, Cloranfenicol, Cefuroxima, Enrofloxacina
(GASTALHO et al., 2014, SINDAN, 2016). O uso indiscriminado desses farmacos,
estdo causando uma problematica relacionada a selecdo de bactérias resistentes nos
sistemas de criacdo. Devido ao uso inadequado dos antimicrobianos na aquicultura, a
resisténcia ndo estad relacionada somente as bactérias encontradas em peixes, mas
também na microbiota bacteriana humana, ambiental e de outros animais,
desencadeando problemas de satde publica (VALLADAO et al., 2015). Este fendmeno
ocorre devido a transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre as bactérias
encontradas no ambiente (BURRIDGE, 2010) e esta transferéncia pode ter seu risco
potencializado por se tratar de ambientes aquaticos (SAPKOTA et al., 2008).

O uso de antimicrobianos para animais de producdo teve um aumento
significativo relacionado ao consumo global quando comparado a 2010, ano em que

foram consumidas 63 toneladas, tendo estimativa de aumento de 67%, com o0 uso de



105 toneladas até 2030. O Brasil esté entre os paises que mais utilizam antimicrobianos
na producdo animal (VAN BOECKEL et al., 2015), ocasionando aumento no nimero de
mortes em pisciculturas decorrente de patdgenos multirresistentes, quadro que ira
aumentar com o passar do tempo, caso 0 cenario ndo seja revertido, colocando em risco

tanto a saude animal, quanto ambiental e humana.

3.3.  Uso de fitoterapicos no tratamento de doencas na piscicultura

Uma classe de medicamentos utilizados na piscicultura sdo os fitoterapicos, 0s
quais apresentam um grande potencial para prevencdo e controle de patégenos, através
da utilizacdo de substancias presentes em plantas (TAVECHIO et al., 2009).

Fitoterapicos, em sua definicdo sdo produtos obtidos de matéria-prima vegetal
ativa (planta medicinal, droga vegetal e derivados), exceto substancias isoladas, com
finalidade profilatica ou paliativa (BRASIL, 2021). Estes compostos apresentam
atividade antiparasitaria, antimicrobiana e antifungica (SILVA & FERNANDES- Junior,
2010; VALLADAO, 2014).

Mundialmente, tem-se aumentado o0 interesse em pesquisas sobre
antimicrobianos naturais no controle e prevencdo de doencas, pois em sua maioria néo
causam efeitos colaterais, além de n&o deixarem residuos contaminantes no ambiente e

nos animais (HUTSON et al., 2012; Costa, 2016). Vale salientar que a utilizagdo desses

medicamentos tem como principal objetivo reduzir o uso de antimicrobianos,
estimulando a resposta imune do animal (HUANG et al., 2013) ou atuando diretamente
na inibicdo do crescimento do patogeno, além de trazer maior sustentabilidade a
producdo animal, diminuigdo dos riscos ambientais e humanos, reduzindo a mortalidade

e perdas econdmicas associadas a seguranca do consumidor.



3.4. Taninos

Os taninos sdao um grupo de compostos polifendlicos vegetais extraidos de
plantas e seus componentes, 0s quais possuem diversas atividades fisioldgicas,
destacam-se os efeitos antimicrobiano, antiparasitario, antiviral, antioxidante, anti-
inflamatério e imunomodulador (BOLIVAR- RAMIREZ et al., 2022; HUANG et al.,
2018). Sdo compostos por diferentes estruturas quimicas, sendo classificados como
taninos hidrossoluveis ou condensados (RICCI et al., 2016). Taninos hidrossolUveis séo
classificados como poliésteres de acidos fendlicos e ndo sdo muito abundantes na
natureza. Ja os condensados sdo definidos como polimeros dos flavonoides, em que néo
ocorre facilmente a quebra por hidrélise e, consequentemente, ndo sdo absorvidos pelo
trato gastrintestinal (CORDAO et al., 2010). Além disso, os taninos condensados por
ndo serem degradados facilmente, podem ser toxicos para alguns microrganismos.
Todavia, a composicao da dieta e suas concentracdes, bem como o estado fisiol6gico do
animal, podem acarretar efeitos benéficos ou adversos no desempenho animal
(CORDAO et al., 2010).

De acordo com Morais et al., (2019), a producdo de tanino em determinadas
espéecies vegetais esta diretamente relacionada ao fato de possuirem propriedades
antimicrobianas, protegendo o vegetal contra patdgenos. Os compostos fendlicos tém
atividade antimicrobiana porque podem se complexar de forma irreversivel com as
proteinas da membrana bacteriana, formando uma camada protetora, inibindo a acdo das
enzimas, impedindo seu crescimento e desenvolvimento, resultando em sua destrui¢éo
(KACZMAREK, 2020). Vale ressaltar que a eficacia antimicrobiana dos taninos se

mostrou mais eficaz contra bactérias Gram-positivas, as quais foram mais susceptiveis



quando comparado com as Gram-negativas, que se mostraram mais resistentes

(BELHAQOUES e BENSOUILAH, 2020).

3.5.  Protocolos de seguranca para uso de aditivos na satude animal

Estudos estdo sendo realizados com objetivo de isolar novos principios ativos a
partir de plantas medicinais para diminuir o uso de drogas sintéticas presentes no
mercado. As plantas medicinais despertaram grande interesse dos pesquisadores por
serem ricas em compostos fitoquimicos biologicamente ativos (SASIDHARAN, 2011;
YU et al., 2021). Assim, é de grande importancia que 0s niveis citotoxicos dessas
plantas também sejam avaliados contra as células do animal para qual o produto é
destinado, para que seja observado o potencial da planta como agente terapéutico e
possiveis efeitos colaterais. Deste modo, 0s compostos bioativos ndo devem ter nenhum
ou pouco efeito toxico ao animal para que este possa ser efetivo no controle de
patdgenos (NEMUDZIVHADI e MASOKO, 2014). Assim, os testes de toxicidade sao
indispensaveis, pois através deste método, riscos associados a determinada substancia

ou composto podem ser revelados (TEMOTEO et al., 2017).

4. MATERIAL E METODOS
4.1.  Origem dos taninos
O blend de taninos (BT) foi obtido da empresa Silvafeed®. Desta forma, 80 mg
do composto em pd foi diluido em 350 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) (SIGMA),

sendo adicionado PBS até completar 1 mL (Figura 1).



Figura 1. Preparo do blend de tanino; (A) pesagem e (B) diluicdo com dimetilsulfoxido (DMSO)

4.2.  Cepas bacterianas e condicdes de cultivo

Foram selecionadas oito cepas de bactérias patogénicas para peixes nativos e
tilpias, sendo cinco Gram-negativas (Aeromonas hydrophila, A. veronii, Edwardsiella
tarda, Salmonella sp., e Citrobacter freundii) e trés bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Lactococcus garvieae e Micrococcus luteus), com a finalidade
de determinar a susceptibilidade in vitro frente ao BT (Figura 2). Uma cepa ATCC®
25922™ (Escherichia coli) foi utilizada como controle de qualidade do teste, de acordo
com protocolo de Microdiluicdo em Caldo proposto pela CLSI — Clinical Laboratory
Standads Institute (CLSI, 2020a). Esta etapa é fundamental para atribuir confianca aos
dados gerados. O antimicrobiano oxitetraciclina (Sigma) (OTC) foi utilizado como

medicamento para o controle de qualidade (CLSI, 2020b).
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Figura 2. Cepas cultivadas em placas de Petri com meio de cultura especifico para cada
bactéria, de acordo com os protocolos do CLSI.

4.3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM)

Para obtencdo dos valores de corte epidemiolégico para o produto testado, as
cepas bacterianas foram cultivadas em agar BHI e apds o tempo de cultivo de cada
espécie de bactéria, variando de 24-48h em uma temperatura de 28°c, as col6nias foram
suspensas em solucdo fosfato (PBS), com a adicdo de 3 a 5 coldonias em microtubo
estéril contendo a solucdo. O conteudo foi ajustado por absorbancia 0,08 — 0,12 a 625
nm em espectrofotdmetro (Unico®) para obtencdo de solugdo com aproximadamente
108 UFC / mL? de acordo com protocolo proposto pela CLSI (CLSI, 2020b). As
concentragdes 20 - 0,039 mg.mL* do composto foram determinadas através do Método
de Microdiluicdo em Caldo, com diluigéo seriada fator 2 da 1°-10? coluna de microplaca

de 96 pocos com fundo em “U”. O BT foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e
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diluido em PBS, obtendo uma solugio estoque de 80 mg.mL?. Anteriormente, a
oxitetraciclina (OTC) foi diluida de acordo com as recomendagdes da CLSI e ajustada
com CAMHB (Cation Adjusted Mueller Hinton Broth) para o preparo da solu¢do na
concentragéo de 16 pg.mL™? (valor de inibicdo para ATCC 25922: 0,5 - 2 pg.mL*/ 28
°C / 24 horas — CLSI, 2020).

Em seguida o in6culo bacteriano ja ajustado foi novamente diluido em meio
CAMHB obtendo a concentragéo final de inoculo de 10° - 10° UFC.mL™.

Para a realizacao do teste in vitro (figura3), foram adicionados 100 puL do meio
CAMHB em cada po¢o de microplaca de 96 pogos com fundo “U” (Figura 4). Foi
adicionado 100 pL do BT na primeira coluna da placa e o conteido foi diluido por
diluicdo seriada fator 2 até a décima coluna, dispensando-o ao final para manter todos
0s po¢os com o volume de 100 pL. Apds a diluicdo, foi adicionado 100 uL de cada
indculo nos pogos, com excecao da décima primeira coluna, a qual foi utilizada como

controle negativo. As microplacas foram seladas com filme PVC e incubadas a 28 °C

por 24 - 48 horas. As CIMs foram realizadas em triplicatas.

Figura 3. Material utilizado para o Teste de Microdiluicdo em Caldo, os quais foram esterilizados e
mantidos na cabine de seguranca (Vecco).



12

Figura 4. Preparo das placas de 96 pogos para o teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragdo Bactericida Minima (CBM).

Apbs o periodo de incubacdo, os pogos foram inspecionados visualmente
através da adicdo de 20 pL de cloreto de trifeniltetrazolio (CTT) (Sigma- Aldrich® - 5
mg.mL?1) em todos os pocos e observagdo por 15 minutos. A coloracdo formada foi
observada, sendo constatada a cor rosada apenas nos pogos que continham bactéria
(essa analise visual serve para avaliar macroscopicamente o crescimento bacteriano,
uma vez que alguns compostos podem apresentar cor muito escura dificultando a
avaliacdo). A concentracdo mais baixa do composto, no qual ndo houve crescimento
visivel foi definida como a CIM. Para a determinacdo da CBM, os trés pogos com a
menor concentracdo do produto foram plaqueados em placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton e incubados (mesmo método acima descrito). A presenca ou auséncia do
crescimento bacteriano na placa determinou a atividade como bacteriostatica ou
bactericida, sendo a CBM 0 po¢o com a menor concentragdo em que ndo foi verificado

crescimento no meio soélido.
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4.4 Teste de citotoxicidade para os eritrdcitos de tilapia

A andlise de citotoxicidade in vitro do BT para os eritrocitos (ER) foi realizada
para observar a atividade hemolitica do tanino contra os eritrocitos de tilpia-do-Nilo.
Para isto, foi utilizada solugdo Triton 1% como controle positivo (100% de lise) e
solucgéo salina tamponada com fosfato (PBS - pH 7,4) como controle negativo (0% de
lise).

O sangue fresco foi coletado de juvenis de tilapia saudaveis por pungdo do
vaso caudal, com seringas contendo heparina. Os eritrdcitos coletados foram lavados
duas vezes por centrifugacdo (1760 rpm / 5 min, 4 °C) com PBS. Apds uma suspensao
de eritrécitos a 4% (v/v) (1% ER). Em microtubos (2 mL) contendo 4% ER e diferentes
concentragdes de tanino (dilui¢Ges: 40 - 0,0097 (v/v)) ou solucdo controle de (1% (v/v)
Triton X-100 ou PBS), foi realizado a incubacéo por 1 hora a 28 °C, apds, as amostras
foram centrifugadas (1760 rpm / 5 min, 4 °C) e 100 pL do sobrenadante foi transferido
para microplacas de 96 pocos, sendo a absorbancia estabelecida em 540 nm. O teste foi
realizado em duplicata e a porcentagem de lise foi determinada através da seguinte
equacéo:

ABSamostrta—ABSPBS

Taxa% hemolise = - x 100, em que ABS representa a
ABS Triton—ABSPES

absorbancia da amostra, PBS e 1% (v/v) Triton X-100, respectivamente. A partir do

teste em duplicata, foi calculado a média e o desvio padréo.
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5.1. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida

Minima (CBM).

Os resultados da CIM/CBM determinaram que o blend de taninos comercial

possui atividade bactericida e bacteriostatica, apresentando melhor resultado para

Micrococcus luteus com CIM/CBM de 0,312 mg.mL™.

Os valores de CIM/CBM mg.mL™* do blend de taninos (BT) frente as cepas

estudadas estdo demonstrados na (Tabela 1). Nos resultados obtidos, todas as cepas e

suas réplicas apresentaram o mesmo valor de inibicéo.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do blend de taninos comercial, representada pelo CIM contra

bactérias isoladas de peixes.

Método de
1 2
Cepas Espécies CIM 1 CBM 1 Identificagdo de Referéncia
(mg.mL?) (mg.mL1) Espéci
spécies
AvCm1-22 Aeromonas 0,125 1,25 16SrRNA Dados ainda ndo
veronii publicados
T3R Aeromonas 0,625 0,625 16SrRNA Sebastido et al.
hydrophila (2016)
Cf1498 Citrobacter 1,25 Bacteriostatico >5 16SrRNA Dados ainda nao
freundii publicados
AmSal Salmonella sp. 2,5 Bacteriostatico >7,5 Bioquimica TSI test Dados ainda ndo
publicados
Micc Micrococcus 0,312 0,312 16SrRNA Dados ainda nao
luteus publicados
Saur Staphylococcus 0,08 Bacteriostatico >0,312  Bioquimica (hidrolise ~ Dados ainda ndo
aureus do manitol) publicados
N4 Lactococcus 0,156 Bacteriostatico >0,625 16SrRNA Vaneci-Silva
garvieae
DV022 Edwardsiella 0,312 Bacteriostatico >1,25 16SrRNA Vaneci-Silva
tarda

1CIM= concentragdo inibitdria minima,

2CBM-= concentracdo bactericida minima,

(mg.mL) = miligrama por mililitro.
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5.2. Atividade hemolitica do blend de taninos comercial contra eritrocitos
da tilpia-do-Nilo

Os resultados (Tabela 2) obtidos evidenciaram que o blend de taninos
comercial tem a capacidade de hemolisar os eritrécitos de tilapia-do-Nilo, ou seja, o
teste realizado in vitro possibilitou observar que o composto foi citotoxico,

apresentando forte atividade hemolitica.

Tabela 2. Resultado do teste de citotoxicidade em placa, mostrando a agéo do blend de taninos
comercial em eritrdcitos de tilapia-do-Nilo. Colunas A-C (linha 1-10) tanino + eritrécitos; (linhas 11)
controle negativo: PBS + eritrdcitos e (linha 12) controle positivo: Triton 1% + eritrécitos, coluna D-F
(linhas 1-10) tanino + PBS, coluna H (linhas 1-12) tanino + eritrocitos + Triton 1% e eritrocitos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A 0875 0,670 0,535 0,323 0,450 0,361 0,329 0,344 0,306 0,216 0,187 0,884

B 0907 0806 0532 0421 0,476 0,363 0,361 0,317 0,364 0,300 0,270 0,06

C 0877 0612 0,632 0,470 0,469 0,340 0,319 0,312 0,300 0,263 0,181 0,792

D 0,825 0,658 0,560 0,468 0,350 0,303 0,249 0,228 0,208 0,192 0,051 0,049

E 0978 0,748 0,601 0,440 0,347 0,321 0,243 0,215 0,203 0,191 0,044 0,049

F 0,759 0,632 0,608 0,498 0,385 0,273 0,275 0,231 0,185 0,255 0,043 0,043

G 0,283 0,264 0,277 0,317 0,268 0,297 0,292 0,276 0,282 0,301 0,041 0,054

H 0,718 0,446 0,637 1,023 0,796 0,683 0,867 0,925 0,995 0,974 0,047 0,864

Devido a interagdo do tanino com proteinas, ocorre a precipitacdo da
hemoglobina presente no eritrocito (Figura 5), resultando em alteracdo no teste de

hemolise, observada no espectrofotémetro.
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Figura 5. Demonstracdo em diferentes doses que o composto foi citotoxico, apresentando forte atividade
hemolitica. Formagao de pellets na cor marrom evidenciam que as células foram lisadas.

6. DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliado o potencial antimicrobiano do blend comercial de
taninos contra bactérias isoladas de peixes de producgdo no Brasil (Aeromonas veronii,
A. hydrophila, Citrobacter freundii, Salmonella sp., Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Lactococcus garvieae e Edwardsiella tarda). Este estudo demonstrou que o
blend comercial de taninos apresentou um Otimo potencial como antimicrobiano para
bactérias patogénicas de peixes, 0 mesmo resultado foi observado por FARHA et al.,
(2020) e CHUNG et al., (1998).

Estudos realizados com taninos e outros polifen6is demonstraram inibir varias
espécies bacterianas (DAGLIA, 2012, OTHMAN et al., 2019), apresentando dados
semelhantes aos obtidos neste estudo. Foi observado neste experimento que a atividade
antimicrobiana foi mais eficaz contra bactérias Gram-negativas (A. veronii, A.

hydrophila, E. tarda, Salmonella sp. e C. freundii) do que contra bactérias Gram-
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positivas (S. aureus e L. garvieae). Este diferencial pode estar relacionado a diferenca
de estrutura e composi¢do da parede celular bacteriana, uma vez que bactérias Gram-
positivas possuem uma parede celular rica em peptidoglicano que lhes proporciona
maior resisténcia e protecdo (SINGH et al., 2019, FARHA et al., 2020).

Dong et al., (2020) relataram que o &cido tanico testado contra S. aureus obteve
CIMs variando de 0,04 - 0,160 mg.L™, ja Chung (1993) identificou valor de CIMs de
5 mg.mL*? contra Salmonella sp. Taguri et al., (2004) descreveram que 0 composto
Castalagin (Sigma-Aldrich) (tipo de tanino hidrolisavel), apresentou atividade contra
Salmonella sp. e S. aureus com valores de CIM variando de 8 - 0,08 mg.mL™. Desta
forma, os valores de CIMs obtidos foram semelhantes aos obtidos em nosso estudo.

O blend de taninos apresentou atividade bacteriostéatica para 62% das cepas
analisadas. Isto deve-se ao alvo molecular de acdo dos compostos polifendlicos, que
formam complexos com as proteinas secretadas e presentes nas bactérias
(FISCHMANN et al., 2020), diminuindo assim o transporte de ions e nutrientes,
atuando primariamente na quebra da homeostase do microrganismo.

Para avaliar o efeito tdxico do blend comercial de taninos para tilapia, realizou-
se o teste de citotoxicidade de lise dos eritrécitos (SANTOS-Filho et al., 2017; S/EBD
et al., 2023). A hemolise induzida pelo blend comercial de taninos para as hemacias de
peixes nas concentragdes testadas (20 - 0,039 mg.mL™?) indicou toxicidade para células
sanguineas da espécie. Além disso, foi observado que o blend de taninos possui a
capacidade de precipitar o sangue hemolisado. Uma hipotese € que isso ocorre devido a
interacdo da hemoglobina com o tanino, pois alguns estudos realizados com compostos

a base de taninos também relataram a ocorréncia dessa interagcdo tanino-proteina
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(MUINDI, et al., 2021; HUANG et al., 2018), desta forma, podemos sugerir que esse
método ndo é o mais adequado para a leitura da hemdlise.

Com a busca de métodos alternativos de origem natural para o controle
sanitario em animais de producdo, ndo se pode descartar a possibilidade destes métodos
apresentarem efeitos toxicos ou adversos ao hospedeiro.

Dados da literatura sobre compostos a base de taninos sdo controversos, uma
vez que diversos estudos demonstram que estes sdo benéficos, seguros e com baixa
toxicidade tanto para animais monogastricos, quanto para ruminantes, sugerindo bom
potencial quimioterapico (MAKKAR, 2003, BIAGI et al., 2010, NAUMANN et al.,
2017, SAFARI et al., 2020, PENG et al., 2020). E outros trabalhos mostram que 0s
polifendis apresentam fatores antinutricionais, causando efeito adverso, dependendo da
concentracdo/dose ofertada a determinado grupo de animais como suinos, peixes e
frangos de corte (HASSAN et al., 2003, HUANG et al., 2018, PINTO et al., 2000).
Devido a este cenario, é importante que estudos in vitro e in vivo sejam realizados a fim
de se obter uma dose segura para 0 animal mantendo as propriedades benéficas, visto
que, 0 composto pode ser toxico, podem afetar a capacidade de transporte de oxigénio
da hemoglobina presente no sangue, causar adstringéncia (salivacéo e aceitabilidade do
alimento) ou, até mesmo, diminuir a digestibilidade de proteinas (KUMAR, 1992; DE
JESUS BENEVIDES et al., 2011, XIE et al., 2022). Todavia, estas caracteristicas séo
dose-dependentes.

A auséncia do teste in vivo traz limitacbes para esse estudo, pois ndo foi
possivel obter dados que comprovem a eficacia do produto para a tilapia-do-Nilo.
Contudo, experimentos futuros in vivo, relacionados a farmacocinética,

farmacodindmica, imunoestimulacdo e biodisponibilidade devem ser realizados para



19

futuras discussbes sobre o emprego deste grupo de moléculas para a prevencdo e

tratamento de doengas bacterianas em peixes.

7. CONCLUSAO
O blend comercial de taninos apresentou atividade bactericida para Aeromonas
veronii, Aeromonas hydrophila e Micrococcus luteus e, bacteriostatica, para Citrobacter
freundii, Staphylococcus aureus, Lactococcus garvieae, Salmonella sp. e Edwardsiella
tarda. O teste de citotoxicidade utilizado (mensuracéo da citotoxicidade baseada na lise

de eritrdcitos) ndo foi suficiente para avaliar os efeitos do tanino na tilapia-do-Nilo.

8. RESUMO

Os taninos sdo compostos polifendlicos oriundos de plantas, podendo
apresentar efeito antimicrobiano, antiparasitario, antiviral, antioxidante e anti-
inflamato6rio, com grande potencial de atuar como antimicrobiano natural. Este estudo
analisou, in vitro, a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do blend comercial de
tanino (concentragbes testadas de 40 - 0,078 mg.mL™), contra importantes bactérias
patogénicas para peixes (Aeromonas veronii, Aeromonas hydrophila, Citrobacter
freundii, Salmonella spp., Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Lactococcus
garvieae e Edwardsiella tarda). A atividade antimicrobiana e a citotoxicidade foram
avaliadas utilizando o método de microdiluicdo em caldo e teste de hemolise,
respectivamente. O teste de susceptibilidade antimicrobiana (Concentragdo Inibitoria
Minima — CIM e Concentragdo Bactericida Minima — CBM) do blend de taninos contra
as bactérias A. veronii, A. hydrophila e M. luteus, mostrou-se eficiente, tendo efeito

bactericida (CIM e CBM: 1,25; 0,625; 0,312 mg.mL™) e contra as bactérias C. freundii,
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S. aureus, L. garvieae, Salmonella sp. e E. tarda, apresentou efeito bacteriostatico
(CIM: 1,25; 2,5; 0,08; 0,156; 0,312 mg.mL™* e CBM: >5; >7,5; >0,312; >0,625; >1,25
mg.mL1).

Este trabalho demostrou que o teste de citotoxicidade realizado com o BT néo
permitiu avaliar a toxicidade do composto para os peixes. O presente estudo ressalta o

potencial do uso do tanino para o controle de bacterioses em peixes de producéo.

Palavra-chave: Concentragdo Inibitéria Minima, Concentracdo Bactericida

Minima, Citotoxicidade, Bacterioses em Peixes, Aditivos fitogénicos.

9. SUMMARY

Tannins are polyphenolic compounds derived from plants, which can exhibit
antimicrobial, antiparasitic, antiviral, antioxidant, anti-inflammatory effects, with
significant potential to act as natural antibiotic agent. This study analyzed, in vitro, the
antimicrobial activity and cytotoxicity of a commercial tannin blend (tested
concentration ranging from 40 to 0.078 mg.ml™) against important pathogenic bacteria
for fish (Aeromonas veronni, Aeromonas hydrophila, Citrobacter freudii, Salmonella
spp., Micrococcus luteus, Staphilococcus aureus, Lactococcus garvieae and
Edwardsiella tarda). The antimicrobial activity and cytotoxicity were evaluated using
the broth microdilution method and hemolysis test, respectively. The antimicrobial
susceptibility test (Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) of the tannin blend against A. veronni, A. hydrophila
and M. luteus, demonstrated efficacy, showing bactericidal effect (MIC and MBC: 1.25;

0.312; 0.625 mg.mL™)., while against C. freundii, S. aureus, L garviae, Salmonella sp.
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and E. tarda, it showed bacteriostatic effects (CIM: 1.25; 2.5; 0.08; 0.156; 0.312
mg.mL?! e CBM: >5; >7.5; >0.312; >0.625; >1.25 mg.mL™1).

This study also showed that the cytotoxicity test conducted with the tannin
blend did not adequately assess the compound1ls toxicity to fish. The present research
highlights the potential of using tannins for the control of bacterial infections in farmed

fish.

Keywords: Minimum Inhibitory Concentration, Minimum Bactericidal

Concentration, Cytotoxicity, Bacterial Infections in Fish, Phytogenic Additives.
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